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(Sách dùng cho sinh viên ngành Khoa học tự nhiên) 


NHÀ XUẤT BẢN GIÁO DỤC 


Ởi siới thiệu 





Vữut là một loại vi sinh vật rất đặc biệt. Chúng rất nhỏ bé chỉ có thể quan sát được 
dưới kính hiển vỉ điện tử. Chúng lại chưa có cấu trúc tế bảo nên bắt buộc phải ký sinh nội 
bào trên cơ thể một sinh vật khác „ có thể kế đến vừut của vỉ khuẩn (bactcriophage), của 
xạ khuẩn (acinophage), của vỉ khuẩn lam (cvanophage), của nấm (mycophage), của tảo 
(phycophage} của thực vật (piant vưuses), của động vật nguyên sinh (protfozoal viruses), 
của động vật không xương sống (vertebrate vữuses), của côn trùng ~ (isect viruses) và 
của động vật có xương sống (bao gồm cả người) (vertebrate vữuses). Chúng chỉ cấu tạo 
bởi một vỏ protein bao bọc bên ngoài một lõi axit nuclerc. Chúng có thể kết tỉnh thành 
tính thể và tôn tại lâu dài như một hoá chất. Tuy nhiên, chúng có đầy đủ các hoạt động 
sống như di truyền, biến dị, tăng trưởng, sinh sản, truyền nhiễm... mặc dâu các hoạt động 
này đều phải gắn liên với tế bào vật chủ. Số loài vừut là rất lớn và chưa có thể thống kê 
hết được. Chẳng hạn rồng các vữut thực vật hiện đã biết trên 1000 loài Năm 1960 
U ban quốc tế phân loại vữut Inlernational Conunitee for the TaxonomyV o£ VWuses 
ŒCTV) được thành lập, từ đó đến nay đã có nhiều cuộc thảo luận và đã có được một hệ 
thông phân loại khá ồn định. Năm 1990 I/CTV đã xác định được 20 nguyên tắc dùng để” 
định tên vữưut và năm 1995 đã đưa ra hệ thống phân loại các vữut động vật gồm 23 họ 
khác nhau. Năm 2000, ICTV đưa ra hệ thống phân loại vữut thực vật bao gồm 12 họ và 
Z3 chỉ. 


Nhân loại quan tâm rất nhiều đến vừut trước hết là vì tính năng gây các bệnh truyền 
nhiễm cho người, gia súc, gia câm, cây trồng, cây rùng và các vi sinh vật sử dụng trong 
công nghệ lên men... Chúng ta đều biết đến mối đe doa của vô số các bệnh hiểm nghèo do 
vừut gây ra ở người (bệnh dại viêm não, viêm màng não, viêm gan, quai bụ, tiêu chảy, số† 
Vâng, cảm lạnh, cúm, đậu mùa, thuỷ đậu, zona, herpes, viêm phổi, sốt xuất huyết, ng 
thư bạch cầu, SAKRS, A1DS và gần đây nhất là nguy cơ lâv vưut HÌồN] từ gia cầm san 
người...). Ngành nông nghiệp cũng hết sức lúng túng trước các bệnh nghiêm trọng do 
vừut gây nên mà chưa có thuốc phòng trừ đặc hiệu (bệnh khẩm ở thuốc lá, du đủ, khoai 
tây, dưa chuột, ... bệnh xoăn lá cả chua, bệnh vàng lụi ở lúa,...). Công nghệ lên men nhờ 
vị khuẩn để tạo ra thuốc kháng sinh, sản xuất bột ngọt, lướn, enzym, dụng môi hấu cơ, 
axít hữu cơ, thuốc trừ sâu BĨ,.. cũng luôn luôn bị dc doạ bởi thực khuẩn thể 
(bacteriophage). 


Trong nhiều năm qua, ngành Virut học (Vữoloegy) ở nước ta đã có những bước tiến bộ 
đáng kẻ Chúng ta đã đủ khả năng phân lập và xác định các vữut gây bệnh, đã sản xuất 
được rất nhiều loại vacxin chống viut, kể cả các vacxi tái tổ hợp như vacxi phòng 
chống viêm gan B, vacxin cúnh,.. Việc nghiên cứu chân đoán và phòng tránh các bệnh 
vưut cho gia súc, gia cầm, cho tôm, cá... cũng đã có được những thành tựu không nhỏ. 

Tuy nhiên, các tài liệu giáo khoa về Virut học ở nước ta còn rất hiểm hơi vả vì vậy làm 
hạn chế hiểu biết về vữut của các cắn bộ khoa học, cần bộ kỹ thuật lâm công tấc có liên 
quan đên vừut (phòng chống bệnh truyền nhiễm, thú y„ bảo vệ thực vật công nghệ lên 
mén nhờ ví khuẩn và xạ khuẩh...) 

Cuốn sách Virut học của tác giả Phạm Văn Ty đáp ứng được như cầu này của đông 
đảo sinh viên Y khoa, Sinh học, Nông nghiệp, Thuỷ sản và các cán bộ lâm việc trong các 
tuyảnh nói trên. Sách được viết trên cơ sở các tài liệu cập nhật và được trùuh bảy một cách 
dễ hiểu với những tranh ảnh mình hoạ rất sáng sửa. 


Với hy vọng đưa được kiên thức về vữưut học đến số đông siah viên và bạn đọc rộng 
rãi, tôi vui mừng được giới thiệu cuôn sách được viết rất nghiêm túc và rất bổ ích nà ìy. 


Hà Nội, mùa Thu năm 2004 
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GS.TSKH. Hoàng Thuỷ Nguyên 
Chủ tịch Hội Vi sinh vật học Việt Nam 


Ởi nói đầu 





Vữut là ký sinh nội bào bắt buộc, có khả năng gây bệnh ở mọi cơ thể sống từ tỉ khuẩn 
đến con người. Trong lịch sử loài người, số người chết trong những trận dịch do viruf gây 
ra còn lớn hơn tát cả các cuộc chiến tranh, xung đột sắc tộc, tôn giáo, nạn đói, các vụ động 
đát, lũ lụt và tai nạn giao thông cộng lại Nhân loại luôn bảng hoàng trước các trận dịch 
do vừut gây ra. Năm 1918 dịch cúm đã làm cho phân nửa dân số địa cầu mắc bệnh vả 
cướp đi 20 triệu người. Thực tế cho thấy từ những thập kỷ cuối thể kỷ XX trở đi ngày cảng 
xuất hiện những bệnh vừut mới lạ ở người và gia súc, đe doa cuộc sống loài người. Dại 
dịch HIV và hàng loạt các bệnh mới khác như SARS cúm gà HDNI, Ebola, Marburg, 
Hanta,... luôn là nỗi ám ảnh đối với loài người. 


Virut gây bệnh ở động vật đã khiến người ta phải giết bỏ cả đàn gia súc, gia cẩm, 
gây thiệt hại lớn cho ngành chăn nuôi. Vữut gây bệnh ở tôm là nguyên nhân khiến 
cho nhiều ao tôm chết hàng loạt. Virut gây bệnh thực vật cũng là thủ phạm gây thất bát 
1mủa mảng. 


Với những lý do trên, việc nghiên cứu virut luôn được đẩy mạnh và đã trở thành một 
trong những ngành khoa học quan trọng hàng đầu trong Sinh học, Y học, Nông nghiệp và 
Nuôi trồng thuỷ sản. Có thể nói nửa sau của thế kỷ XX, vưut học đã có những bước tiến 
không ngừng và đã thu được những thành quả lớn lao. Nhiều vữut gây bệnh mới đã 
được phân lập và tìm hiệu bản chất sinh học. Nhiều loại vacxii thế hệ mới dựa trên các kƑ 
thuật của công nghệ sinh học đã ra đời, nhiều biện pháp trị liệu mới cũng được áp dụng. 
Việc xoá bỏ vĩnh viễn bệnh đậu mùa vào năm 1977 và sắp tới là bệnh bại liệt ở quy mô 
toàn cầu, được coi là thành tựu vĩ đại của Y học. 

Mặt khác, do có cấu tạo đơn giản và do có hệ gen nhiều kiểu với cơ chế tái bản khác 
hẳn các cơ chế đơn bảo và đa bào nên virut được chọn làm mô hình lý tưởng để nghiên 
cứu nhiều cơ chế sinh học ở mức phân tứ, dẫn đến cuộc cách mạng sinh học cận đại vào 
giữa thế ký XX - Sinh học phân tử, Dĩ tuyền học phân tử. Do đó, nội dung giảng dạy môn 
vừut học đại cương về thực chất cũng là giảng dạy về sinh học phân tử - một đòi hỏi của 
thời đại. Môn viữut học vì thếcũng cần được nâng cao hơn. 


Ở Việt Nam, Vữut học chưa thực sự phát triển để trở thành một ngành nghiên cứu 
độc lập. Tuy nhiên những nghiên cứu lẻ tế về các vừưut gây bệnh cũng đang được tiên 
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hành tại các Viện VỆ sinh Dịch tễ học Trung ương và Thành phố Hồ Chí Minh, Viện Công 
nghệ Sình học và một số trường Đại học Nông nghiệp. 

Cuốn sách này nhẦm giới thiêu cho su+h viên, nghiên cứu sinh, và các cán bộ khoa học 
có liên quan những kiên thức cơ bản mới nhất về virut học trong vải chục năm gần đây. 
Mặc dù không phải là cuốn sách chuyên khoa y học, nhưng vì mong muốn cuốn sách hữu 
ích hơn đối với đông đảo bạn đọc, nên đổi với các vừut có tâm quan trọng đều có trình 
bày về đặc điểm lâm sảng, sinh bệnh học, dịch tễ học và cách phòng chống. 

Tốc độ phát triên của Virut học rất nhanh chóng, trong khi tâm nhìn của tác giả lại 
còn nhiều hạn chế do vậy những khiếm khuyết trong cuốn sách này là không thể tránh 
khỏi. Tác giả xin chân thành cảm ơn và mong nhận được sự góp ý của độc giả xa gần. 


Hà Nội, mùa Thu năm 2004 
TÁC GIÁ 


CÁC CHỮ VIẾT TẮT 


AAV Adeno assoctated virus 
(vưut kết hợp adeno) 


AIDS Arquired immune deficiency syndrom 
(hội chứng thiếu hụt miễn dịch 
mắc phải) 

ADCC Antibody dependent celi mediated 
cytotoxicity (gây độc tế bào qua trung 
gian tế bào phụ thuộc KT) 


CD4 Clusted of differentiation (thụ thể CD4) 
CF Complement fixation (cố định bổ thể) 
CMV Cyfomegalovirus (Virut cytomegals) 
CPE Cell pathogenic effect 

(hiệu ứng huỷ hoại tế bào) 
c-onc Cell oncogene (gen ung thư của tế bào) 
ĐIB. Đại thực bào 
ĐUMD_ Đáp ứng miễn dịch 
ĐVCXS_ Động vật có xương sống 
ĐVKXS_ Động vật không xương sống 


EIA Enzyme Iimmunoassay 
(thử nghiệm MD gắn enzym) 


ELISA Enzyme linked immunsorbenI assay 
(Kỹ thuật hấp phụ miễn dịch gắn enzym) 
Env Envclope (vỏ ngoài của virut) 
EF Elongation factor (yếu tố kéo đài) 
EBV Epstein-Barr virus (virut Epstein-Barr) 
IF  Inmunofluoresence 
(miễn dịch huỳnh quang) 
g=p  Glycoprotein 
HAYV, (HBV) Hepatiis Á (B) virus 
(virut viêm gan A, B) 


HCV Ilepatits C virus (virut viêm gan C) 
HCoV_ Human corona virus 

{virut corona ở người) 
HDV,HEV,HGV Virut viêm gan D, E, G 


HItest  Hemaglutination inhibition test 
(thử nghiệm ức chế ngưng kết hồng cầu) 


HIV  Human immunodeficlency virus 
(virut HIV) 


HLI test Hemolysis inhibition test 
(thử nghiệm ức chế tan máu) 

HPV Human papiloma virus 
(virut papiloma ở người) 


HSV Herpes simplex virus 
{virut Herpes simplex} 


HTLV Human T 1ymphotrophic virus 
{virut gây bệnh tế bào T' ở người) 
IEA_ Inderect fluorescent antibody assay 
(thử nghiệm kháng thể huỳnh quang 
gián tiếp) 
IEN Interferon 
IL  Interleukin 
KN_ Kháng nguyên 
KT Kháng thể 
LA Latex agpgluunation 
(ngưng kết hạt LateX) 
LCMV Lymphocytic chonomeningitis virus 
(viêm màng nào màng đệm lympho bào) 
LUTR Long terminal repeat 
(đoạn lặp lại dài ở đầu chuỗi) 
MD_ Miễn dịch 


MHC Major histocompatibility complex 
(phức hợp hoà hợp mô chính) 


NST Nhiễm sắc thể 


PHA_ Passive hemaglutination (ngưng kết hồng 


cầu bị động) 
PrP Prion protein (protein prion) 
PrPC, PrPPC Protein prion của tế bào 


(c=celular), protein prion gây bệnh 
(Sc=scrapie) 


RF Replicative form (dạng sao chép) 


RI  Replicative intermediate form 
(dạng trung gian sao chép) 


RSV Rous sarcoma virus (virut sarcoma 
Rous) 


RT-PCR Reverse transcription PCR 
(PR - phiên mã ngược) 


SARS Severve acute respiratory syndrome 
(hội chứng viêm đường hô hấp cấp) 


Tc  Cytotoxic T cell (tế bào T độc) 


TCR. T cell receptor (thụ thể tế bào T) 
Thu HelperT cell (tế bào T trợ giúp) 
TK Timidin kinaza 
TMV Tobaco mosaic virus 
(virut khám thuốc lá) 
TNF. Tumor necrosis facior 
(yếu tố hoại tử ung thư) 
WHO World Health Organization 
(Tổ chức Y tế Thế giới) 
TTK Thể thực khuẩn 
U, Long sequence unique 
(đoạn đài duy nhất) 
Ủ  Short sequence unique 
(đoạn ngắn duy nhất) 
RdRp RNA depcndent RNA polymerase 
(ARN polymeraza phụ thuộc ARN) 


VZV  Varicella-Zoster virus 
(virut Varicella-Zoster 
(một loại virut herpes) 
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Chương 1 
NHỮNG KHÁI NIỆM CƠ BẢN VỀ VIRUT 


1.1. VÀI NÉT LỊCH SỬ 


Một thế kỷ trước đây, virut được coi là một chất độc mơ hồ luôn gắn liền với bệnh 
tật. Thuật ngữ "virut" cũng bắt nguồn từ tiếng Latinh "Virus" có nghĩa là chất độc. Vào 
năm 1884, Charles Chamberland - một cộng tác viên của Viện Pasteur Paris đã dùng 
màng lọc bằng sứ để tách các vi khuẩn nhỏ nhất và vào năm 1892 nhà nghiên cứu bệnh 
học thực vật người Nga Dimitri Ivanopski đã sử dụng màng lọc Chamberland để nghiên 
cứu bệnh khảm thuốc lá. Ông nhận thấy dịch ép lá cây bị bệnh đã cho qua màng lọc vẫn 
có khả năng nhiễm bệnh cho cây lành. Mặc dù không nhìn thấy bất kỳ vi sinh vật nào 
nhưng ông cũng thông báo rằng chính "virut qua lọc” là tác nhân gây bệnh. Thời bấy 
giờ nhận định này có ý nghĩa quan trọng, bởi vì các nhà khoa học vẫn chưa biết được 
một tác nhân gây bệnh nào nhỏ hơn vi khuẩn. 

Năm 1898, Martinus Beijerink lập lại thí nghiệm của Ivanopski và nhận thấy virut 
có thể qua được bản gel và hoạt lực vẫn còn trong lá và đất khô nhưng hiệu lực bị mất 
nhanh chóng khi đun sôi. Ông kết luận đây là "chất độc sống” (contagium vivum 
fluidum) chứ không phải là vật thể rắn. Cũng vào năm ấy Paul Frosch và Friederich 
Loffler thông báo bệnh lở mồm long móng ở ngựa cũng do virut qua lọc gây nên. 

Năm 1901, Walter Reed và nhóm cộng tác của ông ở Cuba phát hiện tác nhân gây 
bệnh sốt vàng cũng là virut qua lọc. Sau đó các nhà khoa học đã tìm ra một số loại 
virut, ví dụ virut gây bệnh đại, virut đậu mùa không dễ gì chui qua màng lọc do vậy các 
tác nhân gây bệnh chỉ đơn giản gọi là "virut". 

Năm 1915, nhà vi khuẩn học người Anh Friderich Twort và năm 1917 nhà khoa học 
Pháp Felix d'Herrelle thuộc viện Pasteur (Paris) đã phát hiện ra một đạng virut đặc biệt 
ký sinh trong tế bào vi khuẩn phá huỷ vi khuẩn và đặt tên là "Bacteriophage", có nghĩa 
là thể thực khuẩn hay gọi tắt là phage. Thời ấy D'Herrelle tin rằng có thể dùng thể thực 
khuẩn để diệt vi khuẩn nhiễm vào cơ thể nhưng những khám phá sau đó cho thấy thể 
thực khuẩn có tính đặc hiệu rất cao đối với vi khuẩn mà chúng ký sinh và chúng bị loại 
khỏi cơ thể rất nhanh chóng. Do tính đặc hiệu này, ngày nay chúng được sử dụng như là 
công cụ quan trọng trong nghiên cứu biến nạp và nhận dạng vi khuẩn. 

Nhiều năm trôi qua, danh sách các bệnh do virut ngày càng dài. Những nghiên cứu 
virut đã trở nên dễ dàng hơn khi người ta phát hiện ra các biện pháp nuôi chúng trong 
phôi gà. Vì nhân lên được trong phôi gà nên mặc dù có kích thước vô cùng nhỏ bé virut 
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vẫn được quả quyết cho rằng là phần tử sống. Nhưng vào năm 1935 Wendel M. Stanley 
thuộc Viện Rockefeller đã đưa ra một thông báo gây chấn động dư luận rằng ông đã kết 
tỉnh được virut khảm thuốc lá. Điều này tăng thêm mối hoài nghi về bản chất sống của 
virut. Phải chăng một sinh vật sống có thể là tỉnh thể ? 


Vào những năm 40, các nhà nghiên cứu đã đưa virut học đến kỷ nguyên mới do hai 
tiến bộ kỹ thuật trong thời kỳ này. Đó là kính hiển vi điện tử và nuôi cấy viruL trong 
bình nuôi cấy mô tế bào. : 

Như vậy, nhờ một thiết bị kỹ thuật màng lọc đã đem lại khái niệm ban đầu về virut 
và sau đó nhờ một thiết bị kỹ thuật khác — Kính hiển vi điện tử (với chùm tỉa điện tử có 
độ dài bước sóng cực ngắn, làm tăng độ phân giải và tăng khả năng phóng đại) đã quan 
sát được virut, tìm hiểu được bản chất và chức năng của chúng. Từ việc nuôi thành công 
virut trong bình đã chế được vacxin chống một số bệnh virut. 


Năm 1952, A. D. Herrskey đã chứng minh vật chất di truyền ở thể thực khuẩn là 
ADN. Năm 1955, H. L. Fraenkel Conrat lắp ráp thành công lõi axit nucleic vào vỏ 
Capsit của virut khẩm thuốc lá và 10 năm sau, năm 1965, Spiegelman lắp ráp thành công 
chuỗi ADN của thể thực khuẩn @X174. Năm 1970, Q. Baltimore và H.M.Temin phát 
hiện enzym phiên mã ngược ở virut Rerro chứa ARN chuỗi đơn. 


Các nghiên cứu vẻ virut ngày càng thư được nhiều thành tựu mới mẻ góp phần quan 
trọng vào việc đẩy lùi nhiều bệnh virut ở người, động vật nuôi và cây trồng đồng thời 
góp phần vào sự phát triển chung của sinh học hiện đại. 


1.2. HÌNH THÁI VÀ CẤU TRÚC CỦA VIRUT 


Virut là tác nhân nhỏ nhất có thể gây bệnh ở vật thể sống. Kích thước của chúng 
giới hạn từ 250nm (đối với virut pox) đến 20nm (đối với virut parvo). Như vậy virut lớn 
nhất có kích thước xấp xỉ kích thước của tế bào nhỏ nhất như Chiamydiae và 
Mycoplasma, còn virut nhỏ nhất lại có cùng đường kính tương ứng với phân tử ADN. 
Nếu so với £. cøii thì virut lớn nhất cũng chỉ có kích thước bằng 1/10 còn virut nhỏ nhất 
chỉ có kích thước bằng 1/100. 

Tất cả các virut đều có cấu tạo rất đơn giản, bao gồm hai thành phần cơ bản là axit 
nucleic ở bên trong gọi là /đi (genom) và vỏ protein bao bọc bên ngoài để bảo vệ genom 
gọi là capsit. Phức hợp gồm axit nucleic và capsit được gọi là nưcleocapsit. Một số còn 
có vỏ bao bọc xung quanh vỏ capsit gọi là vở ngoài (envelope). Virut hoàn chỉnh còn 
được gọi là pirion và từ đây chúng ta dùng hai thuật ngữ virut và virion như nhau. 


1.2.1. Genom của virut 


Virut chỉ chứa ADN hoặc ARN mà không bao giờ chứa cả hai loại. Điều này ngược 
lại với các cơ thể có cấu tạo tế bào - trong mỗi tế bào bao giờ cũng có cả hai loại axit 
nucleic. Hơn nữa genom ở cơ thể bậc cao, cả ở động vật và thực vật bao giờ cũng là 
ADN chuỗi kép. Còn genom, của virut có thể là ADN hoặc ARN ở dạng chuỗi đơn hoặc 
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chuỗi kép. Cả 4 loại genom ADN chuỗi kép, ADN chuỗi đơn, ARN chuỗi kép, ARN 
chuỗi đơn đều tìm thấy trong số các virut động vật, thực vật và vi sinh vật. 


Trong tế bào bị nhiễm, genom virut được phiên mã, dịch mã để tạo thành các 
profein cấu trúc (protein tạo capsit), protein không cấu trúc (các enzym cần cho sao 
chép) và tạo các bản sao genom (axit nucleic lõi) dùng cho lắp rấp các virut mới. Kích 
thước genom rất khác nhau từ 3500 nucleotit (như ở phage nhỏ) đến 280000bp (base 
pair), ví dụ ở virut herpes là 560000 nucleotit. Trình tự của genom virut phải được giải 
mã nhờ tế bào vật chủ nên các tín hiệu điều khiển nằm trên genom phải được các yếu tố 
của tế bào nhận biết. Genom virut rất nhỏ, do đó trong quá trình tiến hoá để sử dụng tối 
đa tiềm năng gen của mình, ở virut có hiện tượng các gen chồng lên nhau và cắt nối 
mARN là rất phổ biến. 

Đặc điểm của genom virut là : 

+ Genom ADN kép thường ở virut có kích thước lớn nhất, genom ADN mạch đơn 
thường ở virut có kích thước nhỏ hơn. 

+ Genom ARN kép tất cả đều phân đoạn. 


+ Genom ARN đơn được quy định là genom (+) và genom (—) dựa theo trình tự 
nucleotit của mARN. 


+ Phần lớn genom ARN mạch đơn là genom không phân đoạn (trừ virut cám và HIV). 


+ Genom của Hepadnaviridae được tổng hợp trong tế bào gan thông qua ARN 
trung gian. 


1.2.1.1. Genom ADN của uirut 


ADN của virut có thể ở dạng vòng, xoắn (virut papova) hoặc dạng thẳng, chuỗi kép 
(virut herpes, ađeno). ADN phiên mã trong nhân và được kiếm soát bởi hệ enzym của tế 
bào. Gen mã hoá cho protein nằm ở các vị trí khác nhau trên ADN. Ở virut đeno các 
gen này nằm trên cả hai mạch. Ở hai đầu mạch thường có trật tự thẳng lặp lại và trái 
chiều có thể bắt cặp với nhau làm cho phân tử có dạng vòng. Hàm lượng guanosin và 
cytozin trong ADN dao động từ 36% ở virut pøx đến 70% ở virut herpes. Nhiều ADN 
và một số ARN của virut còn chứa các trình tự nucleotit "thừa” (không làm nhiệm vụ 
mã hoá) ở đầu chuỗi. 

Sau đây là một số ví dụ về genom ADN của các virut. 

1.2.1.1.1. Vưữut có ADN khích thước lớn 


Genom của các virut thuộc họ #erpesviridae có kích thước thay đổi từ virut 
herpes simplex và varicella zoster (120 — 180kbp) đến virut cyromegalo và HHV — 6 
(180 - 230kbp). ADN mã cho hơn 40 protein của virion và hơn 4Ô protein không cấu 
trúc (chỉ thấy ở trong tế bào nhiễm). Cấu trúc ADN thay đổi ít giữa các thành viên của 
nhóm. Chúng là loại duy nhất chứa các đoạn đồng phân (isomer) của cùng một phân tử. 
Genom của erpes sửmplex chứa hai phần nối với nhau bằng liên kết cộng hoá trị, một 
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vùng đài duy nhất (Ú,) và vùng ngắn duy 
nhất (Us), ở hai đầu mỗi vùng là các 
đoạn lặp lại trái chiều. Các đoạn lặp lại 
này cho phép sắp lại cấu trúc của 
các vùng duy nhất và do vậy tạo ra 4 
đồng phân có chức năng giống nhau 
(hình 1.1). 


Genom virut herpes cũng chứa nhiều 
đoạn lặp lại (muÌtiple repeated sequences). 
Các đoạn này rất khác nhau ở các virut 
khác nhau làm cho genom thay đổi rất 
nhiều (lớn hơn hoặc nhỏ hơn so với kích 
thước trung bình). 


Genom của virut zđeno nhỏ hơn, 
khoảng 30 ~ 38kbp. Mỗi virut chứa 30 — 
40 gen. Trình tự tận cùng của mỗi sợi là 
một đoạn lặp trái chiều khoảng 100 — 
180bp và do đó các chuỗi đơn biến tính 
có thể kết hợp tạo nên cấu trúc "pan - 
handie”, đó là các chuỗi dài và mảnh nối 
với nhau thành vùng và đóng vai trò quan 
trọng trong sao chép  Ở đầu 5' của 
genom có gấn một protein 55kDa hoạt 
động như là đoạn mồi để tổng hợp sợi 
ADN mới (hình 1.2). 


Điều đáng lưu ý là trong khi ở virut 
berpes, mỗi gen có một promoter riêng 
thì ở virut 2đeno genom có các cụm gen, 
mỗi cụm có một đoạn khởi đầu chung 
(promoter). 


Protein Gen sớm 


â ù EỄễ.ÁA ==..==h 
tận cùng sề a4' rstrand 


Hình 1.1. Một số genom của virut Herpes. 
(Herpes simplex) bao gồm hai đoạn nối 
với nhau bằng liên kết cộng hóa trị, đoạn 
dài duy nhất U, và đoạn ngắn duy nhất U;. 
Ö hai đầu mỗi đoạn lại được nối với các 
đoạn lặp lại trái chiều, Cách tổ chức này 
cho phép tạo ra 4 dạng genom khác nhau. 
(Theo Camn, A, Principles of 
Molecular Virology, 1993) 


Gen muộn 


3 T1 ca N r-strand 
L bD—1 IRN] Protein 
gen sớm gensớm gensớm tận cùng 
tL————.——-¬__——._—_' |} 
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kbp 


Hình 1.2. Câu tạo genom virut adeno. 
(Theo Carm, A., Principles of Molecular 
Virology, 1993) 


.1.2.1.1.2. Các uirut có ADN kích thước nhỏ 


Genom virut pđrvo là ADN mạch đơn, dạng thẳng, không phân đoạn kích thước 
khoảng 5kb. Đa số các sợi ADN trong virion là sợi (—). Genom chỉ gồm 2 gen, gen rep 
mã cho cnzym dùng cho phiên mã và gen cap mã cho protein vỏ. Cuối của genom cớ 
các đoạn xuôi ngược như nhau (palindromic sequences) dài khoảng 115 nueleotit tạo 
thành cấu trúc dạng cặp tóc (hairpin) dùng cho khởi đầu sao chép. Virut poiyorna có 
genom là ADN mạch kép (hình 1.3), khép vòng chứa khoảng 5kb. ADN ở dạng siêu 
xoắn và liên kết với 4 histon của tế bào (H2B và H4). Virut có 6 gen do sử dụng cả 2 mạch 
ADN để mã hoá và sử dụng gen chồng lớp (gen nọ gối lên gen kia). 
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Hình 1.3. Cấu tạo phức tạp của genom virut polyoma 
là do thu gọn các thông tin di truyền vào cùng một đoạn tương đối ngắn 
(Theo Cann, A., Principles of Molecular Virology, 1993). 


1.3.1.2. Genom ARN của uirut 


1.2.1.2.1. Genom ARN trong uut ARN bhông phân đoạn 


Virut ARN thường có genom 
nhỏ hơn genom của phần lớn 
virut ADN, chúng dao động từ 
30kb (coronavirus) đến 3,5kb 
(phage QB). Chúng có thể là sợi 
(+) hoặc (—). Đa số (không phải 
tất cả) genom ARN (+) đều có 
mũ để bảo vệ đầu 5' của ARN 
khỏi sự tấn công của photphataza 
và các nucleaza khác đồng thời 
xúc tiến chức năng mARN 
khi dịch mã. Đối với phần lớn 
virut picorna, mũ được thay thế 
bằng một protein nhỏ gọi là VPg. 
Đầu 3' của đa số genom virut 
chuỗi (+) cũng được gắn đuôi 
polyadenin — polyA giống như 
mARN ở eukaryote. Virut ARN 
(—) thường có genom lớn hơn 
genom ARN (+). Cấu tạo genom 
của một số virut ARN được thể 
hiện ở hình 1.4. 


Picoma 
5UTR Protein Protein không UTR 
cấu trúc — cấu trúc ` 
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Hình 1.4. Sơ đồ genom của virut ARN cho thấy sự 
phân bố của các gen mã hoá cho protein cấu trúc, 
protein không cấu trúc, cũng như các vùng không dịch mã 
UTR (unstranslated region). 
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ARN của virut có thể ở dạng mạch đơn hoặc mạch kép, thẳng hoặc khép vòng. Ví 
dụ virut thực vật luôn chứa ARN chuỗi kép dạng vòng trong khi ARN của virut động 
vật dù là chuỗi kép hay chuỗi đơn đều ở dạng thẳng. Một số virut chứa genom là ARN 
phân đoạn, từ hai đoạn ở virut arena đến L1 đoạn ở virut zo/a. Việc ARN nhiều đoạn và 
mạch kép dã làm tăng khả năng mã hoá của genom vì kích thước của ARN bị giới hạn 
bởi cơ chế gắn vào riboxom. 


Sự phân cực. Tuỳ thuộc vào chức năng của ARN mạch đơn mà chia genom ARN 
của virut thành hai nhóm. 


— Nhóm I gồm ARN có trình tự nucleotit giống với trình tự của mARN, có đầu 
pản "mũ" để riboxom nhận diện một cách đặc hiệu nên có khả năng hoạt động như là 
mARN tức là thông tỉn di truyền trên genom được sử dụng trực tiếp để tổng hợp protein 
mà không cần giai đoạn phiên mã. ARN này được quy ước là sợi dương (genom dương). 
Ở các virut có genom (+) không có sự khác nhau giữa phiên mã và sao chép genom. 


— Nhóm 2 gồm ARN có trình tự nucleotit ngược (bổ sung) với trình tự mARN 
nên không thể hoạt động như mARN. ARN loại này được quy ước là sợi âm (genom 
âm) (hình 1.5). Chúng được dùng làm khuôn để tổng hợp mARN. Muốn tiến hành sao 
mã trước hết phải tổng hợp sợi khuôn ARN(+) trung gian, rồi từ sợi này tổng hợp nên 
sợi (—) là genom của virut. Rõ ràng ở đây sao chép genom và phiên mã là hai quá trình 
khác nhau. kể cả chiều dài phân tử ARN được tạo thành cũng khác nhau. Khi sao chép 
sẽ được sợi ARN có chiếu đài đầy để (full length RNA) tương đương với chiều dài của 
sợi mẹ, còn khi phiên mã sẽ rạo ra các phân tử 4# ngắn để rồi từ đó dịch mã thành 
các phân tử protein với chức năng khác nhau. 


Virut rerro là trường hợp đặc biệt, chúng chứa ARN mạch đơn, (+) và sử dụng 
enzym phiên mã ngược của mình (ADN polymeraza phụ thuộc ARN) để chuyển thông 
tin từ ARN sang cADN sau đó tạo ADN sợi kép để gắn xen vào genom của tế bào chủ 
dưới dạng provir,? và tồn tại lâu dài giống như thể thực khuẩn tiềm tan. 


mARN 3..GÁC UỦUCŒG AGC...3' 
ADN(+) 5'..GAC TCG AGC...3' 
ADNC) 53..CTG AGCTCG...3 
ARN(+) 3'..GAC UCŒG AGC...3' 
ARNC-) 3..CUG  AGCUCG...3' 


Hình 1.5. So sánh trật tự axit nucleic. Mạch axit nucleic trong genom được gọi là (+) nếu có 
trật tự nucleotit giống trật tự của mARN, còn gọi là (—) nếu có trật tự ngược lại với mARN. 


1.2.1.2.2. Genom ARN phân đoạn 


Bình thường genom ARN là một sợi liền mạch nhưng trong một số trường hợp lại 
bao gồm nhiều đoạn ngắn gọi là genom phân đoạn. Ví dụ, virut cúm có 8 đoạn ARN 
đơn (hình 1.6), virut reo chứa 10 — 12 đoạn ARN kép. 
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Genom phân đoạn là genom chứa hai hay nhiều phân tử axit nucleic khác nhau về 
tính chất vật lý, cùng được gói lại trong một virion. Ưu điểm của genom phân đoạn là 
thông tin di truyền chứa trong các sợi có kích thước nhỏ hơn nên ít bị phá vỡ dẫn đến 
làm sai lệch thông tin. Sự sai lệch này rất nguy hiểm đối với genom ARN lớn. Tất 
nhiên, virut phải có một cơ chế bọc gói rất kỹ lưỡng sao cho tất cả các phân tử đều được 
bao gói trong virion. Hiện tượng genom phân đoạn làm người ta liên tưởng đến NST ở 
cơ thể bậc cao. Nếu một phân tử bị hư hỏng thì cũng không ảnh hưởng quá nhiều đến cả 
quá trình nhân lên của virut. Virut cúm là một ví dụ (xem phần virut cúm). 


PB2 PB1 PA 
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HA NP NA 

Gán4 E=————1 GanS5 CC —=— Gas =——— 
M1/M2 NS1/NS2 
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Hình 1.6. Genom ARN phân đoạn ở virut orthomyxo 


1.2.2.Vỏ capsit 


Capsử là vỏ protein được cấu tạo bởi các đơn vị hình thái gọi là eapsøme. Capsome 
lại được cấu tạo từ các đơn vị cấu trúc gọi là profømme. Protome có thể là monome (chỉ 
có một phân tử protein) hoặc polyme (có trên 6 phân tử protein). 

Capsit có khả năng chịu nhiệt, pH và các yếu tố ngoại cảnh nên có chức năng bảo 
vệ lõi axit nucleic. 

Trên mặt capsit chứa các £ thể đặc hiệu giúp cho virut bám vào bể mặt tế bào. 
Capsit cũng còn chứa các kháng nguyên (KN) kích thích hệ thống miễn dịch trong suốt 
thời gian mắc bệnh. Phức hợp bao gồm capsit và axit nucleic được gọi là „wcleocapsit. 

Vỏ capsit có kích thước và cách sắp xếp khác nhau khiến cho các virut có hình dạng 
khác nhau. Có thể chia ra ba loại cấu trúc : đối xứng xoắn, đối xứng hình khối và cấu 
trúc phức tạp (hình 1.7; 1.8 ; 1.9). 


Vỏ ngoài Capsome 
lipoprotein 





axit nucleic 


CapsiL 
vỏ protein 





Nucleocapsit 


Hình 1.7. Cấu trúc cơ bản của virion. Lõi là axit nucleic, vỏ capsit là protein. 
Lõi và vỏ kết hợp với nhau gọi là nucleocapsit. Phía ngoài capsit là vỏ ngoài lipoprotein 
với các gai glycoprotein. 
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Protein 





^ B c 


Hình 1.8. _ A - Sơ đồ virut hình que với cấu trúc đối xứng xoắn (virut khảm thuốc lá). 
Capsome sắp xếp theo chiều xoắn của axit nucleic. 
B - Sơ đồ virut đa diện đơn giản nhất. Mỗi mặt là một tam giác đều. Đỉnh do 5 cạnh 
hợp lại. Mỗi cạnh chứa 3 capsome 
© - Sự đối xứng của hình đa diện thể hiện khi quay theo trục bậc 2 (1800), bậc 3 
(120) và bậc 5 (720). 





Hình 1.9. Hình thái của một số loại virut. 


1. Đối xứng đa diện A - polio, adeno, rota, B — Herpes ; 
2. Đối xứng xoắn C - khảm thuốc lá, D - cúm, E - sợi, quai bị, parain fluenza, 
F - dại ; 3. Đối xứng hỗn hợp G - virut pox, H - phage T chẵn. 
(Michael J. Pelczar et aI. Microbiology, Concepts and Applications, 1993) 


1.2.2.1. Cấu trúc đối xứng xoắn 


Bao gồm các virut gây bệnh khảm thuốc lá (TMV), đại (rhabdo), quai bị, cúm, sởi 
(paramyxo, orthomyxo),... Sỡ dĩ có cấu trúc xoắn là do axit nucleic và protein sắp xếp 
theo kiểu xoắn lò xo xung quanh một trục. Tuỳ loại mà có chiều dài, đường kính và chu 
kỳ lặp lại của nucleocapsit khác nhau. Cấu trúc xoắn thường làm cho virut có dạng hình 
que hay hình sợi. 
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1.2.3.2. Cấu trúc đối xứng hình khối 20 mặt 

Khi quan sát kỹ các virut "hình cầu" dưới kính hiển vi điện tử ta thấy thực ra chúng 
không phải là hình cầu mà là hình khối đa diện với 20 mặt tam giác đều, 30 cạnh và 12 
định. Mỗi đỉnh là nơi gặp nhau của 5 cạnh. Thuộc loại cấu trúc này gồm các virut 
adeno, reo, irido, herpes và picorna, 

Cách đối xứng theo 3 bậc : bậc 2, bậc 3 và bậc 5 (hình 1.8c). Ta hãy tưởng tượng 
khi xoay 1807 (bậc 2), 120 (bậc 3) và 72” (bậc 5) thì virut lại trở lại vị trí cũ. 

Các virut khác nhau có số lượng capsome trên mỗi cạnh khác nhau do vậy mà có 
kích thước khác nhau. Số lượng capsome càng nhiều thì virut có kích thước càng lớn. 
Dựa vào số lượng capsome trên mỗi cạnh có thể tính được tổng số capsome của vỏ 
caps theo công thức sau : 

N=l0(n- lÿ 2 + 2 trong đó N — tổng số capsome của capsit, n — số capsome trên 
mỗi cạnh 

Cấu trúc khối thường làm cho virut có dạng hình cầu 

1.9.2.3. Cấu trúc hỗn hợp 

Hãy lấy thể thực khuẩn (TTK) làm ví dụ. TTK có cấu tạo đặc biệt, có đầu phình to 
kéo theo một đuôi dài, đặc biệt phát triển ở TTK — T chẩn (T2, T4, T6), còn TTK - T lẻ 
(T3, T?) lại có đuôi ngắn hoặc một số thậm chí không có đuôi. TTK - T2 có hình tỉnh 
trùng, đầu có cấu trúc dạng khối đối xứng với 20 mặt tam giác đều, nối với đuôi có cấu 
trúc đối xứng xoắn, nên chúng là dạng hỗn hợp. 


1.2.3. Vỏ ngoài 


Một số virut có vỏ ngoài (envelope) bao bọc vỏ capsit. Vỏ ngoài có nguồn gốc từ 
màng sinh chất của tế bào được virut cuốn theo khi nảy chổi. Vỏ ngoài có cấu tạo gồm 
2 lớp lipit và protein. 


— Lipit gồm photpholipit và glycolipit, hầu hết bắt nguồn từ màng sinh chất của tế 
bào (trừ virut ox từ màng Golgi) với chức năng chính là ổn định cấu trúc của virut. 


— Protein vỏ ngoài thường là gÌycoprotein cũng có nguồn gốc từ màng sinh chất. 
Tuy nhiên, cũng có các gÌycoprotein do virut mã hoá được gắn vào các vị trí chuyên 
biệt trên màng sinh chất của tế bào, rồi về sau trở thành cấu trúc bề mặt của virut. Ví 
dụ, các gai hay các phân tử gp120 của HIV hay hemaglutinin của virut cúm, chúng 
tương tác với receptor của tế bào để mở đầu cho sự xâm nhập của virut vào tế bào. 

Vỏ ngoài cũng có thể có nguồn gốc từ màng nhân (virut berpes). Vỏ ngoài dễ bị 
biến tính do tác động của các yếu tố ngoại cảnh (dung môi hữu cơ, enzym...) làm mất 
khả năng gây nhiễm của virut. 


1.2.4. Protein của virut 


Tiếp theo sự tạo thành mARN của virut là tổng hợp protein. Virut cần các loại 
protein ở các thời điểm khác nhau với hàm lượng khác nhau. Tuỳ thời gian biểu hiện mà 
protein của virut được chia thành 3 loại : 
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— Protein được tổng hợp ngay sau khi nhiễm gọi là protein sớm tức protein không 
cấu trúc thường là các enzym phục vụ cho sao chép axit nucleic. 

~ Protein được tổng hợp muộn hơn gọi là protein muộn, thường là protein cấu trúc 
tạo nên vỏ virut hoặc protein nằm trong lõi. 

— Protein phân giải thường là enzym giúp giải phóng virut ra khỏi tế bào. 

Nhìn chung, cả thời gian xuất hiện lẫn số lượng của 3 loại protein này đều được 
điều hoà sao cho hợp lý nhờ có các gen điều hoà làm nhiệm vụ đóng, mở gen. Protein 
sớm là enzym xúc tác nên chỉ cần một lượng nhỏ, còn protein muộn là thành phần cấu 
trúc nên bắt buộc phải tổng hợp với số lượng lớn hơn nhiều. Protein phân giải được tổng 
hợp sau nữa bởi vì nếu tổng hợp sớm thì tế bào chủ sẽ bị tan trước khi một lượng lớn 
virut được hình thành. 


Sự nhiễm virut đã gây xáo trộn cơ chế điều hoà của tế bào. Sự tạo thành quá mức 
cho phép axit nucleic và protein của virut đã làm suy sụp hoàn toàn sự tổng hợp các cao 
phân tử của tế bào. Cũng có trường hợp diễn ra sự cạnh tranh gay gắt giữa virut và tế 
bào chủ. Tuy nhiên, trong cả hai trường hợp trên sự điều hoà tổng hợp các thành phần 
của virut được kiểm soát bởi các gen của virut hơn là của tế bào chủ. 

Các enzym của virut 

Nhiều loại virut có chứa các enzym đặc trưng của mình. Có thể chia ra làm hai loại : 

— Các enzym tham gia vào quá trình sao mã và phiên mã. 

— Các enzym giúp virut xâm nhập vào tế bào và đưa thế hệ virut mới ra khỏi tế bào. 

Các enzym còn được phân thành enzym của virut và enzym cảm ứng. Loại đầu do 
virut mang theo, ví dụ enzym phiên mã ngược. loại sau được tổng hợp nhờ genom của 
virut và không có trong thành phần của virut trưởng thành. 

Ở virut orthemyxo (cúm) và paramyxo (á cúm) có enzym neuraminidaza khu trú ở 
vỏ ngoài giúp virut bám vào tế bào. 

Polymeraza của virut là enzym thực hiện sao chép. Nếu polymeraza do tế bào tổng 
hợp đảm nhiệm được chức năng đọc mã axit nucleic của virut thì không cần thiết phải 
đưa vào thành phần của virut mới, ngược lại nếu không đảm nhiệm được chức năng đọc 
mã thì nhất thiết phải đưa nó vào thành phần của virut thế hệ sau. 

~_Ở virut ADN, genom luôn được ADN - polymeraza của tế bào chủ đọc mã, do 
vậy virut vẫn có khả năng gây nhiễm mà không cần mang theo polymeraza. 

— Virut chứa ARN sợi (—) có bộ gen ngược (bổ sung) với mARN. Muốn nhân lên 
chúng phải phiên mã nhờ ARN - polymeraza phụ thuộc ARN của riêng mình để biến 
sợi (—) thành sợi (+) tức sợi mARN. Virut reo mang theo enzym phiên mã ngược để 
chuyển hoá ARN thành ADN (vì các tế bào động vật không có enzym thực hiện chức 
năng này). 
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— Proteaza. Một số virut chứa proteaza dùng để phân cắt polyprotein, loại protein 
tiền chất có kích thước lớn được hình thành sau dịch mã tạo ra các protein chức năng có 
kích thước nhỏ hơn. 

+ Protein vỏ capsit của virut picorna có hoạt tính proteaza đặc hiệu cần cho 
việc phân giải protein trong nucleocapsit, giúp giải phóng axit nucleic khôi 
VỎ CapsiL, 


+ Một số virut chứa endonucleaza và Ìigaza. 


1.2.5, Tên gọi và phân loại virut 


Cho đến nay, chưa có một hệ thống phân loại virut nào được thực sự chấp nhận bởi 
vẫn còn thiếu các đữ liệu về mối quan hệ giữa các virut và đo đó virut cũng không có 
tên gọi theo đúng quy cách như ở các vi sinh vật khác. Cách đặt tên virut khá tuỳ tiện, 
chẳng hạn virut sởi (do gây bệnh sởi), virut øđeno gây bệnh đường hô hấp trên lần đầu 
tiên phân lập được từ hạch hạnh nhân (zđeuoid), virut coxsackie (do phân lập lần đầu 
tiên ở Coxsackie — New york) hay virut Epstzin — Barr (là tên hai nhà nghiên cứu phát 
hiện ra chúng). 

Một trong những cách phân loại trước đây là dựa vào vật chủ mà virut gây nhiễm. 
Ví dụ virut tả lợn, virut cúm lợn, virut đậu bò, virut khảm thuốc lá... Hệ thống khác lại 
dựa vào các mô mà virut tác động. Ví dụ virut tác động vào hệ thống hô hấp thì gọi là 
Pheitmotropic, vào hệ thần kinh gọi là Neurotropic, vào da gọi là Dernmtatotropic, vào 
nội tạng gọi là Viscerotropic. Cách phân loại này tiện lợi cho giới bác sĩ và các nhà 
dịch tễ học. Tuy nhiên, nhờ các kiến thức về các đặc điểm lý, hoá, sinh học của virut 
ngày càng được tích luỹ mà Uỷ ban Quốc tế về phân loại virut gọi tắt là ICTV đã để 
nghị phân loại dựa trên nhiều đặc điểm cấu trúc và sinh học cơ bản. Uỷ ban này lấy đơn 
vị họ (family) làm trọng. Các chỉ tiêu quy định họ bao gồm : 

~ Kiểu axit nucleic : ADN hay ARN. 

— Kiểu đối xứng của capsit : xoán hay khối hoặc phức tạp. 

— Có hay không có vỏ ngoài. 

~ VỊ trí lắp ráp vỏ capsit với axit nucleic. 

— Vị trí gắn vỏ ngoài (màng tế bào hay màng nhân). 

~ Phản ứng với ete và các dung môi hoà tan lipIt khác. 

— Số lượng capsome. 
— Đường kính hạt virut. 
— Kích thước axit nucleic. 

Uỷ ban này còn thống nhất dùng tiếp vị ngữ — viriđae để chỉ tên họ, tiếp vị ngữ — 
virinae để chỉ họ phụ, — virws để chỉ chỉ. Tiếp đầu ngữ cho mỗi họ thường bắt nguồn từ 
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đặc điểm đặc trưng cho họ. Ví dụ, Pieornaviridae là họ virut ARN có kích thước nhỏ 
(pico = nhỏ, + ARN), Hepadnaviridae là virut ADN gây bệnh gan (hepar = gan, + 
ADN). Rerroviridae là virut ARN có enzym phiên mã ngược (retro = ngược). Một số họ 
khác mang tên do nguồn gốc lịch sử. Các quy định về phân loại cổ điển không được áp 
dụng cho virut. Để xếp các virut vào từng nhóm lại phải dùng thêm các đặc điểm như 
lâm sàng, miễn dịch học và sinh học phân tử. Việc so sánh trình tự axit nucleic cũng 
được dùng nhiều để xác định mối quan hệ giữa các virut. 


Vị trí trên họ là bộ, có tiếp vị ngữ là - wirales. Đến nay mới được xác định chỉ có 
hai bộ virut liên quan đến bệnh ở người là bộ Mononegavirales (các họ Filoviridae, 
Paramyxoviridae và Rhabdoviridae) và bộ Nidovirales (Coronaviridae và Arteriviridae). 


Năm 1995, ICTV đã công bố hệ thống phân loại tổng hợp bao gồm 1 bộ, 71 họ, 11 
họ phụ, 164 chỉ và hơn 4000 loài trong đó còn có hàng trăm loài chưa xác định do thiếu 
số liệu. Các virut mới cũng không ngừng được phát hiện. Hình 1.10a và b giới thiệu một 
số virut thường gặp ở động vật và thực vật. 


Không vỏ ngoài Có vỏ ngoài 





màu xanh @ adeno 2 _ `: 
ở người =———— ví 
Ú nhú ở Thỏ Poxiviridae Herpesviridae 
(vaccinia) (therpes simplex) 





ds ARN 


Reoviridae 
(reo type 1) 


ởi ú Viêm xoang Retroviridae 


miệng  (Rous sarcoma) 


@ @ =® sv 
Ngoại bán U xơ \ 


ở Lợn ở chuột hh l* 
100nm arenaviidae Coronaviidae Bunyaviidae Togaviridae 
(ymphocytc (Viêm phế (Bunyamweral) (Sindbis) 
choriomeningitis quản chim) 





Hình 1.10a. Họ virut động vật. Dưới tên họ là tên virut đại diện 
(Michael J. Pelczar et al. Microbiology, Concepts and Applications, 1993) 
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Hình 1.10b. Họ và nhóm virut gây bệnh thực vật. Dưới tên nhóm hay họ là tên virut đại diện. 
(Michael J. Pelczar et al. Microbiology, Concepts and Applications, 1993) 


1.2.5.1. Một số đặc điểm của uirut dùng trong phân loại đến loài 
Đặc điểm của virion 
— Hình thái 
+ Kích thước 
+ Hình dạng 
+ Có hay không có peplome, bản chất của peplome 
+ Có hay không có vỏ ngoài 
+ Cấu trúc và kiểu đối xứng của capsit 
—Tính chất vật lý và lý hoá 
+ Khối lượng phân tử (Mr) 
+ Mật độ nổi (buoyant density) của virion (trong CsCl, Saccaroza,...) 
+ Hệ số lắng của virion 
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+ Độ bền pH 
+ Độ bền nhiệt 
+ Độ bền cation (Mẹg”?, Mn”?) 
+ Độ bền với dung môi 
+ Độ bên với chất tẩy rửa 
+ Độ bền phóng xạ 
— ŒeHơm 
+ Loại axit nucleic (ADN hay ARN) 


+ Kích thước genom, tính bằng cặp nucleotit (bp) với mạch kép hoặc bằng số 
nucleotit (b) với mạch đơn. 


+ Số mạch — mạch đơn hay kép 
+ Dạng thăng hay khép vòng 
+ Phân cực — sợi âm hay dương 
+ Số đoạn và kích thước các đoạn 
+ Trật tự nucleotit 
+ Sự có mặt của đoạn lặp lại 
+ Sự có mặt của isomer hoá 
+ Tỷ lệG — C 
+ Có hay không có mũ ở đầu 5" 
+ Có hay không có protein liên kết ở đầu 5” 
+ Có hay không có đuôi poly A ở đầu 3' 
— Protein 
+ Số lượng, kích thước, chức năng của protein cấu trúc. 
+ Số lượng, kích thước, chức năng của protein không cấu trúc (là các enzym). 
+ Chỉ tiết về chức năng chuyên biệt của protein đặc biệt là transcriptaza, 
enzym phiên mã ngược, hemaglutinin, neuraminidaza và hoạt tính dung hợp. 
+ Trình tự axI amin 
+ Sự gắn đường vào protein (glycosyl hoá) và gắn photpho vào protein 
(photphoryl hoá). 
+ Lập bản đồ epitop 
— Liph 
+ Hàm lượng, đặc tính,... 
— Tổ chức gehom và sao chép 
+ Tổ chức gen 
+ Đặc điểm sao mã 
+ Số lượng và vị trí khung đọc mở (OREF) 


+ Đặc điểm phiên mã 

+ Nơi tích luỹ protein của virion 

+ Nơi lắp ráp 

+ Nơi virion trưởng thành và phóng thích 
— Tính chất KN 

+ Mối quan hệ về huyết thanh học 
— Đặc điểm sinh học 

+ Loại vật chủ tự nhiên 

+ Phương thức lan truyền trong tự nhiên 

+ Mối quan hệ của vectơ 

+ Phân bố địa lý 

+ Khả năng gây bệnh 

+ Tính hướng mô, gây bệnh lý mô. 


1.2.5.2 Phân loại 0irut thực uật 


Tiểu ban phân loại virut thực vật gọi tắt là PSV (Plant virus subcommittee) quy định 
các chữ viết tất sau đây : 


— V-virus 

~ Vd-viroid 

— M —khảm (mosaic). Ví dụ virut khảm đậu đũa viết tắt là CPMV (Cowpea mosaic virus) 

— Mo - đốm (mottl). Ví dụ virut đốm đậu đũa viết tắt là CPMoV (Cowpea mottle virus) 

— R§ - đốm vòng (ring spot). Ví dụ virut đốm vòng thuốc lá viết tất là TRSV 
(Tobacco ring spot virus) 


— Một số trường hợp để khỏi nhầm lẫn tên cây được viết bằng 2 chữ cái nhưng chữ 
sau viết nhỏ hơn chữ trước. Ví dụ virut đốm vòng cà chua viết tất là ToRSV (Tomato 
TIN8 SDOV VITUS) 


— Virut liên quan đến một số bệnh của cây thì thêm chữ a (associated) trước chữ Ÿ. 
Ví dụ virut sọc nâu ở sắn viết tắt là CBSaV (cassava brown steak associated virus). 


Virut thực vật được xếp vào các nhóm dựa theo các đặc điểm hình thái của capsit, 
số lượng và kết cấu axit nucleic. Virut thực vật gồm 14 họ, 70 chỉ trong đó có 27 chỉ 
chưa được xếp vào họ nào, ngoài ra còn nhiều loài chưa được xếp vào chỉ nào. 


Có hai loại loài : 

— Loài đã xác định (definitIve species) 

— Loài mới chỉ là giả định (putative specIes). 

Các họ virut thực vật được xếp vào 5 nhóm sau đây : 


1. ADN chuỗi kép — Họ Caulimoviridae 
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2. ADN chuỗi đơn — Họ Circoviridae 
— Họ Geminivưidae 

3. ARN chuỗi kép — Họ Partiiviridae 
— Họ Reoviridae 


4. ARN chuỗi đơn, âm Bộ Mlononegaviridae 
— Họ Rhabdoviridae 
~ Họ Bungaviridae 

5. ARN chuỗi đơn, dương — Họ Bromoviridae 


1.2.5.3. Phân loại thể thực khuẩn 
Cách gọi tên TTK cũng không theo quy luật, chủ yếu là phụ thuộc vào nhà nghiên 
cứu. TTK được chia ra các họ sau đây : 

1.2.5.3.1. Không có uô ngoài 
a) Chứa ADN chuỗi kép 

Họ Myoviridae. 

TTK đầu hình khối. Đại diện P2. 
TTK đầu hình khối dài. Đại diện T2. 

— Họ §iphoviridae. Đại điện À. 

— Họ Podoviridae. Đại diện T7 (đuôi ngắn). 

— Họ Corricoviridae. Đại điện PM2 (không đuôi). 

— Họ Tecfiviridae. Đại diện PRDI (không đuôi), Bam 35. 

b) Chứa ADN chuỗi đơn 

— Họ noviridae. Đại điện MV — L† (dạng que), phage 2, fd (dạng sợi) 
— Họ Microviridae. Đại điện @X 174 (dạng khối, không đuôi) 
c) Chứa ARN chuỗi đơn 

— Họ Leviridae. Đại diện MS2 (đạng khối, không đuôi), R 17 
1.2.5.38.2. Có uô ngoài 

a) Chứa ADN chuỗi kép 

— Họ Plasmaviridae. Đại diện MV ~ L2 (hình cầu) 

b) Chứa ARN chuỗi kép 

— Họ Cysfoviridae. Đại diện @ 6 (dạng khối) 


1.2.5.4. Phân loại 0irut dựa uào uật chủ 
Dựa vào vật chủ, Prescott đã chia virut thành 6 nhóm lớn. (PrescotIT et aL, 
Microbiology Mc Graw HủN, 2002). 
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1.2.5.4.1. Virut uừa nhân lên ở động uật có xương sống uừa nhân lên Ở cúc 
cơ thể khúc 

Nhiều thành viên của các họ Reovừidae, Bunyaviidae, Rhabdoviidae và 
Togaviridae vừa có thể nhân lên ở ĐVCXS vừa có thể nhân lên ở các cơ thể khác. Một 
số họ khác có các chi chỉ có thể nhân lên ở ÐĐVCXS. 


a) Họ tridoviridae 
Các hạt hình đa điện (125 — 300nm) bao gồm nucleocapsit hình 

cầu được bao bởi lớp lipit có bổ sung các tiểu phần protein. Có thể 
có vỏ ngoài nhưng vỏ này không cần cho quá trình gây nhiễm. ADN 
kép (khối lượng phân tử 100 —- 200 x 105), khép kín với đoạn lặp lại 
cùng chiều ở cuối phân tử, chứa một số enzym. Phiên mã và tổng 
hợp ADN trong nhân, mARN không có đuôi poly A, lắp ráp trong 
sinh chất. 

Các chi đại diện : 

— Tridovirus (Virut sắc cầu vồng kích thước nhỏ — 120nm ở côn trùng). 

— Chlorviridovirus (virut sắc cầu vồng kích thước lớn — 180nm ở côn trùng). 

— Ranavirus (nhóm virut ở ếch nhái) 


— Lymphocystivữus (virut ở cá) 


b) Họ Poxviridae 


ADN kép (trọng lượng phân tử 85 — 240 x 10Ế) với đoạn lặp lại 
ngược chiều ở cuối phân tử. Là virut có kích thước lớn nhất (I70 — 
260 x 300 — 450nm). Cấu trúc phức tạp gồm nhiều lớp, trong đó có 
lớp lipit. Lõi chứa tất cả các enzym cần cho tổng hợp mARN, nhân 
lên trong sinh chất. 





Các chỉ đại diện : 

— Orthopoxvirus (Virut vaccinia Và các viruf có quan hệ họ hàng). 

— Molluscipoxvirus (virut của người nhiễm qua nhuyễn thể). 

— Avipoxvirus (Virut pox ở gia cầm và các virut họ hàng). 

— Parapoxvirus (milkpox và các virut họ hàng) gồm 4 chỉ trên nhiễm ở ÐĐVCXS. 


— Entomopoxvirus (virut pox ở côn trùng). 
c) Họ Parvoviridae 


Hạt hình đa điện kích thước 18 - 22nm, ADN đơn (khối lượng 
phân tử 1,5 — 2,0 x 106). Không chứa enzym. Lắp ráp trong nhân. 
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Các chi đạt diện : 
Parvovirus — virut ở ĐVCXS, kể cả người. Virion chủ yếu chứa ADN (—) 
Đensovirus — virut của côn trùng, chứa ADN (+) và ADN (—). Không cần virut trợ giúp. 


d) Họ Reoviridae 
Là virut có genom phân đoạn, chứa 10 - 12 đoạn ARN kép. 

Tổng khối lượng phân tử là 12 - 20 x 10Ẻ. Hạt hình đa diện, kích 
thước 60 — 8ÔÕnm, có một nucleocapsit đồng đều, có hoạt tính 
transcriptaza. Nhân lên trong sinh chất. 

Các chi đại diện : 

— Orthoreovirus — virut ở ĐVCXS. 

— Orbiyirus — virut ở ÐĐVCXS nhưng cũng có thể nhân lên ở côn trùng. 

— Coltivirur — virut ở ĐVCXS và ve bét. 

— Rotavirus — virut ở ĐVCXS. 

~ Cypovirws — virut côn trùng đa điện nhân lên trong sinh chất. 


— Phyloreovirus — virut gây u sẹo ở thực vật. 


e) Họ Picornaviridae 


Chứa ARN đơn, (+) khối lượng phân tử 2,5 x 10Ẻ. Hạt hình đa 
diện với kích thước 30nm. Nhân lên trong sinh chất. 


Các chi đại diện : 

— EHierovirus — virut đường tiêu hoá, kháng axit. 

— Hepatoyirus — virut viêm gan A. 

~ Rhinoyirus — virut nhạy cảm với axit, chủ yếu nhiễm ở trường hợp hô hấp trên. 
—Aphthoviữus — virut gây bệnh lở mồm long móng. 

— Cardiovirus — virut gây bệnh viêm não — cơ tim (encephalomycarditis) ở chuột. 


— Một số virut khác ở côn trùng. 
) Họ Togaviridae 


Chứa ARN chuỗi đơn, (+), khối lượng phân tử 7 x 10, 
Nucleocapsit hình đa điện được bọc trong vỏ ngoài, đường kính 60 
~ 70nm, gây ngưng kết hồng cầu, nhân lên trong sinh chất, nảy chồi 
từ màng sinh chất, chứa mARN dưới genom. 


Các chị đại diện : 
—Alphavirus (virut arbo, ví dụ virut rừng Semliki và virut Sindbis). 
— Rubivirws (virut rưbella). 


g) Họ Flaviviridae 


ARN sợi đơn, khối lượng phân tử 4 x 10”. Hạt bọc vỏ ngoài, 

đường kính 40 — 60nm. Khác với Afphavirws ở chỗ có protein nên 
(matrix protein). Không có mARN dưới genom. Nảy chổi từ lưới 
nội mô. Gây ngưng kết hồng cầu. Nhân lên trong sinh chất. Trước 
đây được xếp vào 7 ogaviridae. 

Các chỉ đại diện : 

— Flayivus (virut arbo, ví đụ virut sốt vàng). 

— Pestivtus (ví dụ bệnh tả lợn). 


— Virut viêm gan C. 
h) Họ Rhabdoviridae 


ARN đơn, (—), khối lượng phân tử 3,5 — 4,6 x 10”. Hạt hình 
viên đạn hoặc hình que (100 — 430 x 70nm) được bao bởi vỏ ngoài 
với gai dài 5 — lÔnm. Nucleocapsit xoắn lò so với hoạt tính 
transcriptaza. Nhân lên trong sinh chất. Nảy chồi từ màng sinh chất. 
Một số là virut arbo. 





Các chỉ đại diện : 

—Vesieulovirus (nhóm virut viêm miệng mụn nước, virut ở ĐVCX và côn trùng). 

— Lyssavirws — viruL ở ĐVCXS (ví dụ virut gây bệnh đại) và ở côn trùng (ví dụ 
bệnh sizma). 


~ Virut gây bệnh thực vật, ví dụ bệnh đốm vàng hoại tử cây rau diếp, khoai tây lùn... 


ÿ Họ Bunyaviridae 

Gcnom ARN đơn, phân đoạn (ba đoạn lớn trung bình và nhỏ) 
với tổng khối lượng phân tử 6 x 10”. Vỏ ngoài có gai, đường kính 
100nm. Ba sợi ribonucleoprotein ở trong rộng 2nm. Nhân lên ở sinh 


chất. Nảy chồi từ thể Golgi. Lan truyền nhờ bọn chân khớp, trừ chỉ 
Hantavtus. 





Các chỉ đại diện : 

'—¬ Bunyavirus (nhóm Bunyamwera và khoảng 150 virut có quan hệ họ hàng). 

— Hamtavirus (sốt xuất huyết Triều Tiên hoặc virut Hantaan), không phải là virut arbo. 
—Tospovirus (nhóm gây héo đốm cà chua). 
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1.2.5.4.2. Virut chỉ nhân lên ở động uột có xương sống 
a) Họ Herpesviridae 


Genom là ADN chuỗi kép (khối lượng phân tử 80 - 150 x 10%). 
Hạt hình đa diện (100 — 110nm) được bọc bởi vỏ ngoài lipit (120 — 
200nm). Nảy chồi từ màng nhân. Thường tiềm tàng cùng với tuổi 
thọ của kí chủ. 





Họ phụ : AfÍphaherpesvirinae 

Các chỉ đại diện : 

—Simplexvirus, Herpesvirws typ 1 và 2. 

~ Varicellovirus, Herpesvirws typ 3 (variella 2oster). 

Họ phụ : Beraherpesvirindae (cytomegalovirus — CMV). 

— Cy(oimegalovirus. Nhóm CMV ở người (beta) — Herpesvirus typ 5. 

— Muromegalovirus. Nhóm CMV ở chuột. 

Họ phụ : Gamaherpesvirinae (nhóm virut gây tăng sinh tế bào lympho) 

Các chi đại diện : 

— Lymphocryptovừus. Ví dụ Herpesvirus typ 4 (gamma) ở người (virut Zpsfein — 
Barr - EBV). 

b) Họ Adenoviridae 


ADN kép (khối lượng phân tử 20 — 30 x 10). Hạt hình đa diện, 
đường kính 70 — 90nm. Sao chép ADN và lắp ráp trong nhân tế bào. 


Các chi đại diện : 
— Masitadenovirus (Adenovirus ở động vật có vú). 


— Aviadenovirus (Adenovirus ở chỉm). 


c) Họ Polymaviridae 


ADN kép, khép vòng. Hạt hình đa diện đường kính 40nm gồm 
72 capsome sắp nghiêng. Lắp ráp trong nhân. Gây ung thư. 


Chi đại diện : 
- ki/t 2240/1422 0À Thấy ở gậm nhấm, ở người và linh trưởng. ADN có khối lượng 
phân tử 3 x 10. Gồm virut SV40 ở khỉ (SV -— simian virus) và polyomavirws. 
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dđ) Họ Papillomaviridae 


ADN kép, khép kín. Hạt hình đa diện, đường kính 55nm gồm 
72 capsome sắp xếp nghiêng. Không có vỏ ngoài. Lắp ráp trong 
nhân. Gây ung thư. 


Chỉ đại diện : 
— Papillomavius. Tạo mụn cơm và u nhú ở nhiều loài động vật có vú. ADN có 
khối lượng phân tử § x L0Ế, bao gồm papillomavirux ở người (HPV). 
e) Họ Hepadnaviridae 
Genom gồm 2 sợi. Một sợi ADN âm hoàn thiện có chiều dài đủ 
khối lượng phân tử 1 x 10, và có protein ở đầu 5' và một sợi dương 
có chiều dài không hoàn thiện (chỉ bằng 50 — 100% sợi âm). ADN 
khép vòng. Hạt virut được bọc vỏ ngoài, đường kính 40 — 48nm, 
chứa lõi với boạt tính ADN — polymeraza và proteinkinaza. Cần 
enzym phiên mã ngược cho tái bản virut. Bao gồm các virut viêm 
gan B ở người, virut viêm gan vịt Bắc Kinh, virut viêm gan sóc. 
HBV liên quan nhiều đến ung thư gan. 
Chi đại diện : 
— Otthohepadnavirws — virut viêm gan B. 


f) Họ Caliciviridae 


ARN đơn, (+) với khối lượng phân tử 2,7 x 108. Hạt hình đa 
điện, đường kính 37nm. Bề mặt lõm vào hình cốc. 


Chị đại diện : 
— Calicivirws — virut ngoại mụn nước bọng ở lợn, virut Norwalk. 


g) Họ Arenaviridae 






1 Hai đoạn ARN đơn, đoạn lớn khối lượng phân tử 3 x I0Ể và 


đoạn nhỏ khối lượng phân tử I,3 x 10Š. Đoạn ARN nhỏ thường là 
lưỡng cực. Hạt được bao bọc vỏ ngoài, đường kính 50 - 300nm. Bề 
mặt có gai. Chứa riboxom nhưng chưa rõ chức năng. Nhân lên trong 
sinh chất. Nảy chồi từ màng sinh chất. 





Chỉ đại diện : 


— Ärenavirus — virut viêm màng não đám rối màng mạch lympho bào, virut La»sa, 
vưmn, Machupo. 


29 


h) Họ Paramyxoviridae 


ARN đơn, khối lượng phân tử 5 — 7 x 10Ể. Hạt được bao bởi vỏ 
; ngoài, đường kính I50nm, có gai và chứa nucleocapsit dạng xoắn 
đường kính 12 - I7nm, có hoạt tính transcriptaza, thường có dạng 
ˆ sợi. Lắp ráp trong sinh chất. Nảy chổi từ màng sinh chất. Lan 
truyền trong không khí. 





Họ phụ : Paramyxoviriniae 

Các chi đại diện : 

— Rubulavirus (các virut quai bị, toi gà Newcastle, á cúm). 

— Chỉ chỉ này mới có hoạt tính neuraminidaza và hoạt tính gây ngưng kết hồng cầu. 
— Morbillivirus (virut sởi, nhiễm răng), gây ngưng kết hồng cảu. 

Họ phụ : Pneimovirinae 

Các chỉ đại diện : 


— Phneimovirus (nhóm virut hợp bào hô hấp - RSV). 


j) Họ Orthomyxoviridae 

Genom gồm 8 đoạn ARN đơn, với tổng khối lượng phân tử 
4 x 10Ẻ, Hạt được bao bởi vỏ ngoài, đường kính I00nm, có gai và 
với hoạt tính transcriptaza. Chỉ có các hạt thuộc typ A và typ B là có 
các gai hemaglutinin và neuraminidaza tách biệt nhau. Nhân lên 
trong nhân tế bào. Các đoạn ARN khi lây nhiễm hỗn hợp vào tế bào 
có thể kết hợp để tạo các đoạn lai cho virut mới bền về mặt di 
truyền. Nảy chồi từ màng sinh chất. 





Các chỉ đại diện : 
— Virut cúm A và B. 
— Virut cúm C với 7 đoạn ARN và có hoạt tính phá huỷ receptor (axit sialic - O — 


acetyÏ csteraza) nằm trên protein hemaglutinin. 


k) Họ Filoviridae 


Hạt có dạng chỉ dài §0 — 900 (đôi khi 14000) x §0nm. 
Nucleocapsit xoắn với đường kính 50nm. ARN đơn, (—), dạng thẳng 


với khối lượng phân tử 4,2 x 10”. Nảy chổi từ màng sinh chất gồm 
các virut Äf4rburg và Ebola gây bệnh nguy hiểm cho người, Lan 
truyền qua tiếp xúc. 


Chi đại diện : 
— FHlavừus (virut Marburg và Ebola). 
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Ù Họ Reftroviridae 


ARN đơn, "lưỡng bội”, với trình tự duy nhất (unique sequencc) 
có khối lượng phân tử I - 3 x 10. Hạt bọc vỏ ngoài, đường kính 
80 — 100nm với một lõi chứa nucleoprotein xoắn. Chứa ADN - 
polymeraza phụ thuộc ARN (enzym phiên mã ngược). Provirut 
ADN nằm trong nhân. 





Các chỉ đại diện : 

— Các virut refro typ C ở động vật có vú ~ virut ung thư bạch cầu chuột. 

—ŠpHmavirs — virut tạo bọt ở người, 

— Nhóm HTLV — BLV - virut gây u lympho T ở người typ 1 và 2. 

— Ùenilvừus — ViruL gây suy giảm miễn dịch ở người (HIV typ 1, 2), virut gây suy 
giảm miễn dịch ở khỉ, virut visua. 

1.2.5.4.3. Virut chỉ nhân lên ở động uột không xương sống 

Virut không chỉ xuất hiện ở côn trùng. giáp xác, nhuyễn thể và có thể ở tất cả động 
vật không xương sống. Một số virut thực vật được lan truyền bởi các vectơ là côn trùng, 
nhưng không nhân lên được trong cơ thể côn trùng. 

a) Baculoviridae 


k cưa22222771) Genom ADN kép, khép vòng, có khối lượng phân tử 60 — I00 x 10Ẽ. 
cường Hạt hình que với đường kính 30 — 60 x 250 - 300nm, có màng ngoài. 
 47XEVAEHUOE HÀ To 


. à Có thể ẩn náu trong thể vùi protein, chứa một hạt (virut granulosis) 
4lfẦ `. SH. 


z“=—Z hoặc trong thể đa diện, chứa nhiều hạt (virut poiyheárasis — hình đưới). 
Các chị đại diện : 
— Virut Polyhedrosix nhân. 
— Virut Granulosis, 
— Virut Bacwlovirus không ẩn trong thể vùi. 


b) Họ Tetraviridae 


ARN đơn, khối lượng phân tử 1,8 x 10”. Hạt hình đa điện, 
đường kính 35nm. Tất cả đều được phân lập từ côn trùng cánh vảy 
Lepidoptera. Không nhiễm vào tế bào nuôi cấy mô. 


Đại điện là virut Mudaurelia Ö. 


1.2.5.4.4. Virut chỉ nhân lên ở thực uật 
Nhiều thành viên của các họ Reoviidae và Rhabdoviridae có khả năng nhân lên ở 
cả thực vật và côn trùng. Các virut nêu dưới đây chỉ nhân lên ở thực vật mặc dù lan 
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truyền nhờ côn trùng. Sự khác biệt về protein và phương thức dịch mã là đặc điểm quan 
trọng trong phân loại. 


a) Họ Caulimoviridae 


Genom là ADN chuỗi kép, khép vòng mở, trong đó mỗi sợi 
đều có các điểm ngắt quãng (genom không liên tục), khối lượng 
phân tử 4 - 5 x I0. Hạt có dạng đa diện, kích thước đồng đều 
S0nm. Một số có dạng hình que. Chứa enzym phiên mã ngược. 
Lan truyền nhờ rệp (aphid). 

Loài đại điện là virut khảm hoa lơ. 
b) Họ Geminiviridae 
Genom là ADN chuỗi đơn, khép kín, khối lượng phân tử 0,7 
œ ~0,8 x 105. Hai hạt không hoàn thiện gắn với nhau thành đôi với 
kích thước khoảng I8 x 30nm và thường thấy ở trong nhân tế 
bào. Tồn lưu trong vectơ là bọ cánh trắng và bọ ăn lá. 


c) Họ Luteoviridae 


Genom là ARN chuỗi đơn, (+), khối lượng phân tử 2 x 10. 
Hạt đồng đều với kích thước 25 — 30nm. Lan truyền nhờ rệp và 
tồn lưu trong rệp. 


Đại diện là virut lùn vàng đại mạch. 


d) Họ Tombusviridae 
Genom là ARN chuỗi đơn, (+), dạng thắng, khối lượng phân 
tử 1,5 x 10”, không có đuôi polyA. Hạt hình đa diện, kích thước 
32 - 35nm. Có trong sinh chất, nhân và đôi khi cả trong tỉ thể. 
Lan truyền qua đất do tiếp xúc nơi xây xát, qua hạt. 


Đại diện là virut hoại tử thuốc lá (TNV) và virut còi cọc cà chua. - 


6) Họ Bromoviridae 
Genom là 3 phân tử ARN chuỗi đơn, (+), dạng thẳng. Hạt 
VY È hình đa diện đường kính 26 ~ 35nm và hình gậy có kích thước 18 
¬ 26 x 30 — §5nm. Muốn gây nhiễm phải cần cả 3 phân tử ARN. 
Mỗi phân tử được bọc vỏ capsit tạo hạt riêng. Lắp ráp trong sinh 
chất. Lây lan nhờ bọ cánh cứng. 


Đại diện là virut khảm lúa mạch, khẩm dưa chuột, khảm cỏ linh lăng. 
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?) Họ Comoviridae 
Các hạt hình đa diện, không vỏ ngoài, kích thước 28 ~ 30nm, 
chứa ARN đơn, (+), dạng thẳng, khối lượng phân tử 2,4 hoặc 
1,4 x 10, Sợi ARN nhỏ hơn mã cho protein vỏ capsit. Cả hai sợi 
ARN đều cần cho quá trình nhân lên. Lấp ráp trong sinh chất. 
Lan truyền qua hạt và bọ cánh cứng. 
Đại điện là virut khám đậu đũa và virut đốm vòng thuốc lá. 


g) Họ Tobamovirus (nhóm virut khẩm thuốc lá) 


Genom là ARN đơn, (+), dạng thẳng, khối lượng phân tử 
2 x 10%, Hạt hình trụ cứng, kích thước 300 x I§nm. Lan truyền 
theo đường cơ giới hoặc qua hạt. 


h) Họ Potyviridae 


Genom là ARN đơn, (+), dạng thẳng, khối lượng phân tử 3,0 
~ 3,5 x 10”. Hạt có dạng hình gậy mềm dẻo, đối xứng xoắn. Lắp 
ráp trong sinh chất nhưng trong nhân cũng có thể vùi. Không tồn 
lưu trong rệp. 


Đại diện là virut khoai tây typ Y. 
1.2.5.4.5. Virut chỉ nhân lên trong tảo, nấm, uà protozoa 
a) Họ Totiviridae 


Hạt đồng đều với kích thước 40 - 43nm chứa genom một 
phân tử ARN kép với khối lượng phân tử 3.3 — 4,2 x 10Ế, Một 
protein capsit chính, một vỏ, có transcriptaza. Lắp ráp trong sinh 
chất. 

Chi đại diện : 


Totivừus (virut LA của SácCharomyCes cerevisiae). 


b) Họ Phycodnaviridae 
Hạt hình đa diện, lớn, đường kính 13 — 200nm chứa ADN sợi 
VÀ VỂy kép, khép kín, với khối lượng phân tử 150 — 210 x 10Ề. Không có 
vỏ ngoài. Chứa lipit trong vỏ. Nhiễm vào Paramecin (một chỉ 


Protozoa thuộc bộ Hynenostomatida) và Chlorella sp. 


4, rụl hộc 33 


1.2.5.4.6. Vưut chỉ nhân lên trong oi khuẩn 


Virut của vị khuẩn rất đa dạng và phong phú, nhưng chỉ có một số ít đại điện là 


được nghiên cứu kỹ. 


a) Họ Myoviridae (phage có đuôi co được) 


q5>—— Genom ADN kép dạng thẳng, không khép vòng, khối 


lượng phân tử 120 x 105. Đầu hình đa điện đều hoặc hơi dài 


(110 x 80nm). Đuôi có cấu tạo phức tạp, dài [13 x lốnm, 
co được. Đuôi có đĩa cổ, đĩa gốc, gai, lông. 


Các phage bao gồm : T2, T4. T6, PBS 1, SP 8, SP 50, P2 Mu. 


b) Họ Siphoviridae (phage có đuôi dài không co được) 





Genom ADN kép dạng thăng. khối lượng phân tử 33 x 
10Ẻ. Đầu có đường kính 60nm. Đuôi không co được, có thể 


đài đến 570nm. Không phá vỡ ADN ký chủ. 
Bao gồm các phage : À, x, tp 80. 
©) Họ Podoviridae (phage đuôi ngắn) 


Genom ADN kép, dạng thẳng, khối lượng phân tử 
5 x 10”. Đầu có đường kính 60nm. Đuôi ngắn (17 x 8nm) 
với 6 sợi lông đuôi. Bao gồm các phage T7, P22. 
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d) Họ Tectiviridae (phage có hai vỏ capsit) 


ADN kép, dạng thẳng, khối lượng phân tử 10 x 10Ẻ. 
Hạt có đường kính 63nm, chứa lipid ngoài. Hai vỏ capsit, 
vỏ ngoài cứng, vỏ trong mềm. Sau khi tiêm ADN, xuất hiện 
cấu trúc đuôi dài khoảng 60 nm. 
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Đại diện là PRD 1, Bam 35. 
e) Họ Plasmaviridae (phage đa hình thái) 

ADN kép, khép kín, khối lượng phân tử 8 x 10%. Hạt 
được bọc vỏ ngoài chứa lipit, đường kính 50 - 150nm bên 


trong có lõi nhỏ đậm đặc. Hình thái thay đổi chút ít. Hình 
thành theo kiểu nảy chổi có 1 chỉ là P!asmavirws. Loài đại 


diện MV — L2. Nhiễm vào Mycoplasma. 


f) Họ Corticoviridae (nhóm phage PM2) 


ADN kép, khép vòng khối lượng phân tử 6 x 10Ế. Hạt 
đều, đường kính 60nm. Lipit nằm giữa các lớp vô protein. 
Không có vỏ ngoài, không có đuôi, gai ở định. Nhiễm vào 
Pseudomonds. 


g) Họ Microviridae 


Phage đồng đều chứa genom ADN đơn, khép vòng, 
khối lượng phân tử 1,6 — 1,7 x 105. Hạt hình đa diện (25 - 
27nm) có bướu ở 12 đỉnh. Không có vỏ ngoài. Bao gồm (X 
174 và G4. 


h) Họ Inoviridae 


Phage hình gậy hoặc hình sợi, capsit xoắn. ADN đơn, 
(+), khép vòng. Không làm tan tế bào chủ. 


Các chị đại diện : 


— Inovirus. Hạt hình sợi đài 760 — 1950 x 6 — 8nm mềm đẻo. Vi khuẩn chủ không 
bị tan. Đại điện là phage M13, 7d. 


— Plecirovirus (mycoplasma virus type l phage). ADN có khối lượng phân tử 
2,5 — 5,2 x 10. Hình gậy ngắn hoặc hình viên đạn, kích thước 85 — 280 x 14nm. 


ÿ Họ Cystoviridae (nhóm phage ø 6) 


TY. Ba phân tử ARN kép dạng thẳng, khối lượng phân tử 
: 2,3 — 3,1 và 5,0 x 10Ẻ. Hạt đồng đều, đường kính 75nm, 
.¬ được bao bởi vỏ ngoài lipit. Nhiễm vào Pseudomonas. 


k) Họ Leviviridae (phage ARN đơn) 


Genom ARN đơn, (+), đạng dải, khối lượng phân tử 
1,2 x 10Ể. Capsit đa diện, đường kính 24nm. 


Các chi đại diện : 
— ÙEevivrus nhóm coliphage MS 2. 
— Aliolevivirus nhóm coliphage QB. 
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Chương 2 
CÁC PHƯƠNG THỨC SINH SẲN CỦA VIRUT 


2.1. MỐI QUAN HỆ GIỮA VIRUT VÀ TẾ BẢO 


Quá trình sinh sản của virut là một trong những sự kiện đáng chú ý nhất của khoa 
học. Khác với sự sinh sản của bất kỳ vi sinh vật nào, ở đây virut xâm nhập vào tế bào 
sống có kích thước lớn hơn từ hàng trãm đến hàng ngàn lần so với kích thước của 
chúng. Chúng sử dụng quá trình trao đổi chất của tế bào chủ, tổng hợp các thành phần 
thiết yếu của mình sau đó lắp ráp để tạo nên những bản sao mới giống như nguyên bản. 
Vì vậy, người ta thường sử dụng thuật ngữ sự nhán lên (nhân bản) của virut thay cho từ 
sinh sản. 


Sự nhân lên của virut có thể làm tan dân đến gây chết tế bào gọi là chu trình tan 
(lyuc cycle) hoặc có thể tồn tại lâu dài trong tế bào dưới dạng tiềm ẩn mà không gây 
chết tế bào gọi là chu trình tiềm tan (Iysogenic/latent cycle). 


2.1.1. Chu trình tan 

Đa số virut sau khi xâm nhập vào tế bào, tiến hành nhân lên làm tan và giết chết tế 
bào. Toàn bộ quần thể virut mới, từ vài hạt đến hàng ngàn hạt ồ at ra khỏi tế bào. Có 
nhiều nguyên nhân gây chết tế bào. 

— Ngay ở giai đoạn sớm đã làm xáo trộn quá trình tổng hợp protein của tế bào. 

~ Tích luỹ các chất gây độc tế bào. 

~ Phá huỷ lyzosom giải phóng các cnzym tiêu hoá vào tế bào chất mà gây tan bào. 

2.1.2. Chu trình tiềm tan 

Thuật ngữ tiềm tan (Iysogeny) là chỉ trạng thái nhiễm virut mà không gây tan bào 
và không tạo ra thế hệ virut mới trong đó genom của virut gắn xen vào NST của tế bào. 
Ở virut động vật ADN gắn xen gọi là proyirut, còn ở thể thực khuẩn thì gọi là 
prophage. Đôi khi genom của virut nhiễm cũng có thể tồn tại như một plasmit. Trong 
cả hai trường hợp trên, virut đã sử dụng genom của mình để mã hoá cho một loại 
protein ức chế sự hoạt hoá các gen cần cho quá trình nhân lên. 

Hệ thống miễn dịch của cơ thể không tiếp xúc được virut ở trạng thái tiểm tan vì KT 
không thấm vào được tế bào. 

Khi tế bào động vật ở giai đoạn giảm phân, NŠST nhân đôi thì provirut cũng có thể 
tạo thêm những đặc diểm mới cho tế bào chúng nhiễm. Chẳng hạn như khi một 
prophage có gen mã hoá cho một độc tố. Đó là trường hợp của Clostridium botulinum — 
một loại vi khuẩn chứa độc tố gây chết người thường nhiễm trong đồ hộp. Độc tố được 
mã hoá bởi chính prophage tiềm tan trong vi khuẩn này. 

Một ví dụ khác của hiện tượng tiểm tan là tải nạp. Đó là một đoạn ADN của tế bào 
này có thể chuyển sang tế bào khác thông qua phage (có chứa cả một đoạn ADN của 
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phage). Cuối cùng là ung thư có thể phát triển khi virut xâm nhập vào tế bào. Gen virut 
ở trạng thái tiềm tan có thể mã hoá tạo protein gây ung thư. Ở một số virut ARN, kết 
quả gây nhiễm là tạo quần thể virut mới chui ra khỏi tế bào một cách từ từ mà không 
giết chết tế bào. Loại nhiễm này gọi là nhiễm dai dẳng. 


2.1.3. Hậu quả của mỗi tương tác giữa virut và tế bào 

Xét về tính chất của mối tương tác có thể chia mối quan hệ giữa virut và tế bào 
thành một số trường hợp sau : 

— Nhiễm độc lập : Genom của virut không gắn xen vào NST của tế bào mà tồn tại 
trong tế bào chất như là plasmit. 

— Nhiễm hoà nhập : Gắn xen penom của virut vào NST của tế bào. 

Xét về tính chất của quần thể virut mới tạo thành có thể chia thành : 

— Tế bào nhiễm sinh sản (productive infection) : Tạo ra quần thể virut mới hoàn thiện. 

— Tế bào nhiễm không hoàn thiện hay nhiễm khuyết tậtnhiễm thủ chột (non 
productive/abortive infection) là do các virut khuyết tật gây nhiễm (virut bị khuyết tật 
xuất hiện đo di truyền hoặc do đột biến làm mất chức năng di truyền cần cho quá trình 
nhân lên) hoặc cũng có thể do các virut là hoàn thiện nhưng nhiễm vào các tế bào có 
khả năng đề kháng về mặt dị truyền nên không cho phép chúng nhân lên hoặc có thể do 
tế bào không có đủ điều kiện giúp virut nhân lên. Các tế bào này được gọi là các tế bào 
không chấp nhận hay các tế bào không cho phép (non permissive cell). 

Virut khuyết tật tồn tại độc lập muốn nhân lên cần phải có virut khác hỗ trợ. Ví dụ, 
virut viêm gan D muốn nhân lên phải cần có sự hỗ trợ của virut viêm gan B. 

Một số điều kiện tự nhiên như nhiệt độ cao, sự thay đổi pH trong ổ viêm có thể làm 
mất khả năng nhân lên của virut. 


2.2. ĐẠI CƯƠNG VỀ CHU TRÌNH NHÂN LÊN CỦA VIRUT 


Virut là nhóm kí sinh nội bào bắt buộc do vậy chúng phải xam nhập và nhân lên 
trong tế bào sống để tái tạo thế hệ virut mới. Chu trình nhân lên bao gồm 5 bước : hấp 
phụ, xâm nhập, sinh tổng hợp axit nucleic và protein, lắp ráp và phóng thích. 


2.2.1. Hấp phụ 

Bước đầu tiên của quá trình nhân lên là sự bám của virut lên bể mặt tế bào. Do 
không có chất hoá học từ xa thu hút virut vào tế bào nên sự gặp gỡ giữa chúng mang 
tính chất ngẫu nhiên. Quá trình hấp phụ xảy ra khi có mối liên kết đặc hiệu giữa thụ thể 
(receptor) của virut với thụ thể của tế bào. Điều đó giải thích tại sao chỉ có những virut 
nhất định mới có thể gây nhiễm vào các tế bào nhất định. 


Ví dụ, virut poio chỉ hấp phụ được trên bể mặt tế bào người và linh trưởng mà 
không hấp phụ lên tế bào động vật khác vì không có thụ thể phù hợp cho chúng. 

Quá trình hấp phụ không phụ thuộc vào nhiệt độ tức là không cần tiêu hao năng 
lượng và điển ra theo hai pha : 
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— Pha đầu không mang tính đặc hiệu, diễn ra nhờ lực hút ion giữa virut và tế bào. 
— Pha hai mang tính đặc hiệu, đó là do sự gắn kết vật lý nhờ có sự tương đồng về 
cấu trúc giữa hạt virut và thụ thể bề mặt tương ứng của tế bào (hình 2.1). 


2.2.2. Xâm nhập và "cởi áo" Vỏ ngoài dung hợp Vỏ ngoài gắn vào 

Tiếp theo giai đoạn hấp phụ "ma... ưnG 

là giai đoạn xâm nhập. Quá 
trình diễn ra theo hai cách : 






— Màng virut dung hợp với 
màng sinh chất của tế bào (ví 
dụ ở virut paramyxo và retro) 
do bản chất của các màng này Màng sinh chất & 
giống nhau rồi đẩy phân lõi Tế bào chất 
Virut vào tế “bào chất còn vỏ Hình 2.1. Virion xâm nhập vào tế bào vật chủ bằng 
ngoài virut nằm lại trên bề mặt cách dung hợp vỏ ngoài với màng tế bào chất rồi 
tế bào (hình 2.1) : giải phóng capsit vào tế bào chất. 


Nucleocapsit 


— Xâm nhập theo cơ chế thực bào hoặc nhập bào. Một phần màng tế bào lõm vào, 
virut bị đẩy vào tế bào. Màng tế bào bao lấy virut tạo bọng (endosome) nằm trong tế 
bào chất. Bơm proton trong bọng làm hạ pH xuống khoảng 5, phần kị nước sắp xếp lại 
tạo điều kiện để màng virut dung hợp với màng bọng nhờ đó nucleocapsit giải phóng 
vào tế bào chất (hình 2.2). 
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Hình 2.2. Virion xâm nhập vào tế bào theo cơ chế ẩm bào bằng cách tạo không bào tiêu hoá. 
A ~ Ở virut có vỏ ngoài, chúng bám vào màng tế bào rồi vào tế bào chất tạo không bào (vacuole). 
Không bào dung hợp với vỏ ngoài của virut tạo bọng để giải phóng nucleocapsit vào tế bào chất. 
B - Ở virut không có vỏ ngoài, virion vào tế bào tạo không bào tạm thời. Màng không bào dung hợp với 
hệ thống màng trong mạng lưới nội chất để giải phóng nucleocapsit. 
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Đối với virut pox thì có cơ chế "cởi áo" đặc biệt. Bọng dung hợp với lyzosom tạo 
phagolyzosom. Enzym trong lyzosom tham gia giải phóng axit nucleic. 


Nhiều virut ADN còn mã để tổng hợp enzym chuyên biệt dùng cho "cởi áo”. 


Sau khi giải phóng protein, axit nucleic không thể tự chui ra khỏi tế bào. Đây là giai 
đoạn ẩn (eclipse period). Giai đoạn này cần năng lượng và đối với các virut khác nhau 
đòi hồi nhu cầu năng lượng khác nhau. Đó là năng lượng thu được từ các phản ứng sinh 
hoá của tế bào. 

Đối với thể thực khuẩn, sau khi sợi lông đuôi gắn vào thụ thể của tế bào vi khuẩn, 
lysozym của virut làm tan một phần thành tế bào đồng thời bao duôi co lại còn 50% 
chiều đài, đâm ống trục qua thành tế bào tới màng sinh chất tạo áp lực bơm ADN vào tế 
bào chất còn vỏ capsit nằm lại bên ngoài. 


2.2.3. Tổng hợp các thành phần của virut 

Tuỳ loại virut mà quá trình tổng hợp các thành phản của chúng rất khác nhau. Trước 
hết phụ thuộc vào genom của virut là ADN hay ARN, chuỗi đơn hay kép, dạng thẳng 
hay khép vòng. 

Đa số virut động vật chứa ADN chuỗi kép, sao chép trong nhân. Chỉ có virut pøx 
(đậu mùa) là quá trình sao chép và tổng hợp protein đều điển ra trong tế bào chất. Các 


virut khác tổng hợp protein trong tế bào chất sau đó mới chuyển vào trong nhân để tiến 
hành lắp ráp. 


2.2.3.1, Sự phiên mã 


Đối với virut ADN chuỗi kép, việc tổng hợp mARN diễn ra giống như ở tế bào lành. 
Mạch nào được phiên mã là tuỳ thuộc vào promoter, nơi gắn ARN polymeraza của 
tế bào. 

Đối với virut ADN chuỗi đơn thì phải tạo thành ADN chuỗi kép dạng trung gian gọi 
là dạng sao chép (RF - replicative form), rồi từ đó tổng hợp mARN nhờ ARN - 
polymeraza của tế bào. 

Đối với virut ARN chuôi đơn, (+) thì đơn giản là dùng luôn sợi này làm mARN vì 
trình tự nucleotit của chúng giống với trình tự nucleotit của mARN. 

Đối với virut ARN chuỗi đơn, (—) hoặc ARN chuỗi kép thì không mạch nào có thể 
dùng làm mARN nên trước hết phải tổng hợp mạch ARN (+) (antigenom) nhờ ARN 
polymeraza phụ thuộc ARN do virut mang theo vì tế bào không có loại enzym này. 

Đối với virut reo (ví dụ virut HIV) mặc đù genom là ARN chuỗi đơn, (+) nhưng 
không được dùng làm mARN. Mạch ARN (+) được dùng làm khuôn để tổng hợp mạch 
ADN bổ sung hay cADN (complementary DNA). Hai sợi bắt cặp tạo thành chuỗi dị hợp 
(heteroduplex) ADN/ARN. Sau đó mạch ARN bị enzym phân giải. Từ ADN (—) tổng 
hợp thêm một mạch ADN (+). Hai sợt bắt cặp, khép vòng rồi gắn xen vào NŠT của tế 
bào dưới đạng provirut, 
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— Tuỳ thuộc vào các cơ chế kiểm soát mà khuôn dùng phiên mã tạo mARN sớm và 
muộn khác với khuôn đúng sao chép genom. 

— Nhiều genom của virut chứa đoạn khởi đầu (promoter) và đoạn tăng cường 
(enhancer) để kích thích phiên mã. 

~ Các bản sao mARN tiền chất thường được cắt nối (splicing) để loại bỏ inron nằm 
giữa các exon. 


— Đôi khi phiên mã xảy ra theo cơ chế chồng lớp (hình 2.3), nghĩa là gen nọ gối lên 
gen kia trên cùng một đoạn ADN theo các khung đọc khác nhau, có điểm khởi đầu và 
kết thúc khác nhau để tổng hợp các protein khác nhau. 


Đây là giải pháp rất phù hợp giúp cho virut có thể tổng hợp được một lượng protein 
lớn hơn so với tiểm năng gen chúng có. 
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Hình 2.3. Phiền mã chồng lớp, Các gen mã cho mARN - 1, mARN - 2 và mARN - 3 
chống lên nhau trên cùng một đoạn gen, chỉ khác ở promoter và vị trí kết thúc. 


2.2.3.2. Tổng hợp các thành phần của oirut 


Tổng hợp protein của virut trên riboxom của tế bào, Protein cấu trúc gồm protein 
tạo vỏ và protein trong lõi. Protein không cấu trúc là các enzym tham gia vào quá trình 
sao chép. 

Genom của virut con được sao từ genom của virut mẹ. Đối với genom ADN một sợi 
thì phải tạo sợi bổ sung rồi từ sợi này tạo genom virut mới. Đối với virut ARN, genom 
được tạo thành là sợi ARN có chiều dài đủ (full length) giống như sợi mẹ, còn mARN 
có kích thước ngắn dùng để tổng hợp các protein chức năng khác nhau. 


2.2.4. Lắp ráp 


Lắp ráp là sự kết hợp giữa protein vỏ capsit với genom. Đa số trường hợp protein 
Capsit tập hợp tạo thành một cấu trúc rỗng gọi là ứiển capsửf (procapsit), sau đó axit 
nucleic đo va chạm tình cờ mà chui vào cấu trúc này rồi hàn kín lại không cho các phân 
tử lớn thấm qua. 


Ở thể thực khuẩn quá trình lắp ráp xảy ra từng bước một. Đầu tiên ADN thu lại tạo 
cấu trúc dính lại với nhau, sau đó protein gắn xung quanh tạo đầu. Các đĩa cổ, đĩa gốc 
và đuôi, đuôi được hình thành ở nơi khác, khi va chạm trong môi trường dịch thể sẽ lần 
lượt gắn thêm vào để tạo thành phage hoàn chỉnh. Đôi khi sự lấp ráp xảy ra không hoàn 
thiện (chỉ có đầu rỗng hoặc thiếu đuôi) sẽ tạo phage không hoàn chỉnh gọi là phage 
khuyết tật. 
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2.2.5. Phóng thích 

Là giai đoạn cuối cùng của quá trình nhân lên. Đối với đa số thể thực khuẩn enzym 
quan trọng trong pha này là lysozym được mã hoá sau cùng bởi gen của phage. Enzym 
này phân giải peptidoglycan của thành tế bào vi khuẩn làm cho thành tế bào vỡ ra, thể 
thực khuẩn ô ạt chui ra ngoài để nhiễm vào tế bào khác. Thời gian trung bình của một 
chư trình nhân lên là 20 — 40 phút. Số lượng phage được tạo thành khoảng 50 — 200. 

Đối với virut động vật, một số có khả năng phá vỡ tế bào để chưi ra hàng loạt, làm 
cho tế bào chết (chu trình tan). Số khác (virut ađenø) có thể chui ra từ từ mà không giết 
tế bào. Đối với virut có vỏ ngoài, một số lắp ráp ngay sát màng tế bào chất, số khác lắp 
ráp sát màng nhân ở vị trí đặc hiệu nơi đã gắn sắn glycoprotein do gen virut mã hoá. 
Khí" nảy chổi” một phần màng tế bào chất bao quanh nucleocapsit tạo thành vỏ ngoài. 


2.3. CÁC PHƯƠNG THỨC NHÂN LÊN CỦA VIRUT 


Quá trình nhân lên của virut trong tế bào hết sức phức tạp. Mỗi nhóm virut có cách 
nhân lên riêng. Năm 1971, David Baltimore (người được giải Nobel về công trình 
nghiên cứu virut gây ung thư) đã để nghị chia virut thành 6 nhóm dựa vào genom và 
cách thức tổng hợp mARN. Sau đây là vài nét đơn giản hoá quá trình nhân lên để nêu 
bật sự khác nhau giữa các nhóm. 


2.3.1. Các virut có genom ADN 
2.8.1.1. Nhóm 1 —- Virut ADN kép 


Ví dụ virut vưccimia, herpes simplex, adeno, papiloma. 

Phiên mã : Có 2 loại mARN được tổng hợp với số lượng và thời điểm khác nhau. 

— mARN sớm : được tạo thành trước khi tổng hợp ADN virut, chủ yếu mã hoá cho 
các enzym tham gia vào quá trình tổng hợp axit nucleic của virut, 

— mARN muộn : tạo thành sau khi tổng hợp ADN virut, chủ yếu mã hoá cho các 
protein cấu trúc như vỏ capsit, vỏ ngoài. 

Tổng hợp ADN virut : 

— Các enzym : Enzym sao chép ADN chủ yếu là ADN polymeraza phụ thuộc ADN. 
Các virut có kích thước lớn hơn (ví dụ vaccinia, herpes sửnplex) thì tự tổng hợp ADN 
polymeraza riêng cho mình. Các virut có kích thước nhỏ (ví dụ ađeno, papiloma) thì sử 
dụng ADN - polymeraza của tế bào. 

— Khuôn : ADN của virut con được tổng hợp trên khuôn genom ADN của virut mẹ. 

— Vị trí tổng hợp : Trong nhân tế bào (trừ virut pox). 

— ADN mới tạo thành. 

+ Dùng làm khuôn để tạo mARN muộn cần cho tổng hợp protein muộn. 

+ Làm khuôn để tạo mạch tươngbù cần cho tổng hợp nhiều genom của virut mới. 

— ADN kép khép vòng sao chép theo cơ chế “mặt” hay theta 
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Tổng hợp protein viruf : Quá trình gồm 2 giai đoạn tuỳ thuộc vào sự tổng hợp m„ARN. 

~ Tổng hợp protein sớm. Đây là các enzym (ADN polymeraza phụ thuộc ADN) cần 
cho sao chép ADN. 

— Tổng hợp pFOIeiH mHỘH. 

+ Diễn ra sau khi tổng hợp AND. 

+ Chủ yếu là các protein cấu trúc để tạo vỏ capsit và vỏ ngoài. 

+ Vị trí tổng hợp : protein được tổng hợp trên riboxom trong tế bào chất, sau đó 
được vận chuyển tới vị trí lắp ráp. 

Lắp ráp : Quá trình lắp ráp genom với protein để tạo thành bạt virut mới xảy ra ở 
các vị trí khác nhau bên trong tế bào. 

— Trong nhân tế bào. VÍ dụ viruL herpes simplex, adeno, papiloma. Riêng virut 
herpes hình thành vỏ ngoài bằng cách nảy chồi qua màng nhân. Màng nhân trước đó đã 
được gắn glycoprotein do virut mã hoá tại các vị trí đặc hiệu. Virut được bao bởi màng 
nhân khi ra khỏi nhân, sau đó kết hợp với mạng lưới nội chất sản hoặc bộ máy Golgi để 
ra khỏi tế bào. 

— Trong tế bào chất : Ví dụ virut vaecinia nhân lên hoàn toàn trong tế bào chất tại 
các cụm riboxom. 

Virut có genorn ADN kép đặc biệt 


Virut viêm gan B (HBV) có chu trình nhân lên đặc biệt và phức tạp. Genom gồm 2 
mạch không bằng nhau. Mạch (—) dài, mạch (+) ngắn. Chứa enzym ADN -— polymeraza. 
Sau khi nhiễm, ADN được giải phóng vào nhân. 

Phiên mã xảy ra trong nhân nhờ ARN ~ polymeraza của tế bào để tạo ra nhiều loại 
mARN trong đó có ARN kích thước lớn được coi là tiền genom — một dạng trung gian 
để tạo genom. Các ARN đi ra tế bào chất để tổng hợp protein của virut như protein lõi 
và polymeraza. Enzym này có 3 hoạt tính (ADN -— polymeraza, enzym phiên mã ngược 
và ribonucleaza H). Tiếp đó, ARN tiền genom liên kết với ADN ~ polymeraza và 
protein lõi để tạo ra hạt lõi (virut chưa hoàn chỉnh). Enzym phiên mã ngược tiến hành 
chuyển ARN tiền genom thành mạch ADN (-), sau đó hầu hết ARN tiên genom bị phân 
huỷ nhờ ribonucleaza H. Chỉ một đoạn ARN được giữ lại dùng làm môi cho ADN — 
polymeraza tổng hợp mạch ADN (+) từ khuôn ADN (-) để tạo chuỗi ADN kép.Cuối 
cùng là hoàn thiện nucleocapsit. 

2.3.1.2. Nhóm 2 — Virut ADN đơn 

Chỉ có một họ duy nhất là Parvoviridae. 

Các virut chứa ADN đơn thường có genom nhỏ. Tiến hành sao chép trong nhân nhờ 
ADN - polymeraza của tế bào để tạo ADN kép trung gian, gọi là dạng sao chép (RE — 
replicative form). RF vừa dùng làm khuôn tổng hợp genom ADN đơn vừa dùng để phiên 
mã tạo mARN sau đó dịch mã tổng hợp protein. 

Một số virut có khiếm khuyết nên muốn nhân lên cần sự hỗ trợ của các virut khác. 
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2.3.2. Các virut có genom ARN 

Do vật liệu di truyền là ARN nên virut có cơ chế sao chép không giống với các cơ 
thể sống khác. Genom ARN của virut có các dạng phiên mã sau đây. 

— ARN đơn, (+). Genom của virut chính là mARN. 

— ARN đơn, (—). mARN được phiên mã từ genom của virut mẹ. 

— ARN kép, phân đoạn. mARN của virut được phiên mã riêng từ mỗi đoạn ARN 
genom của mẹ sử dụng transcriptaza liên kết với mỗi đoạn. 

Virut ARN có các đặc điểm sau : 

— Do tế bào chủ không có ARN - polymeraza phụ thuộc ARN nên enzym này bắt 
buộc phải được mã hoá bởi genom virut và thường có mặt trong hạt virut trưởng thành. 

— Gen mã hoá cho ARN -— polymeraza thường là gen lớn nhất trong genom và độc 
lập hoàn toàn với nhân tế bào chủ trong sao chép và phiên mã. Do vậy, khác với 


virut ADN gây nhiễm ở eukaryote, rất nhiều virut tiến hành nhân lên hoàn toàn trong tế 
bào chất. 


— Các enzym ARN - polymeraza phụ thuộc ARN hoạt động không chính xác như 
polymeraza phụ thuộc ADN và không có khả năng đọc sửa (proofreading) nên có tần số 
đột biến rất cao khoảng 10,” — 10” bazơ, qua mỗi chu kỳ sao chép xuất hiện một đột 
biến, gấp 3 đến 4 lần so với virut ADN. Điều này dẫn đến các hệ quả : 

+ Tần số đột biến ở virut rất cao nên nếu virut có chu kỳ nhân nhanh thì sự biến 
đổi KN cũng diễn ra nhanh, vì thế tính độc cũng phát triển rất nhanh. Điều này có được 
là do virut ARN thích nghi rất nhanh với sự thay đổi của điều kiện môi trường hoặc tế 
bào chủ. 

+ Một số virut ARN đột biến nhanh đến nỗi chúng tạo thành và tồn tại các quần thể 
chứa các genom khác nhau ngay trong một vật chủ. Việc xác định chúng ở mức độ phân 
tử chỉ có thể dựa vào các trình tự chiếm đa số hoặc trung bình. 


Sau đây là một số ví dụ về quá trình nhân lên của virut ARN. 
3.3.2.1. Nhóm 3 — Virut ARN đơn, (+) 


Ví dụ, virut gây bệnh bại liệt polio. Lúc đầu không có quá trình phiên mã vì ARN 
genom có trình tự nuclelotit giống với trình tự của mARN nên làm luôn chức năng của 
mARN. 


Có khả năng gây nhiễm vì genom mã hoá được cho tất cả các protein cần thiết 
của virut. 


Dịch mã : Genom ARN (+) dùng làm mARN để tổng hợp polypepuit tiền chất lớn 
sau đó nhờ proteaza phân cắt thành các phân tử nhỏ có chức năng khác nhau như : 


— Protein cấu trúc tạo capsit. 
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~ ARN - polymeraza phụ thuộc ARN cần cho quá trình sao chép (tế bào không có 
enzym này) 


— Proteaza phân cắt peptit lớn. 


~ Protein gắn vào đầu 5' của genom (thay cho mũ) gọi là protein VPg cần cho khởi 
đầu sao chép. 


Tổng hợp ARN của vừut 


— Sự tạo thành genom mới xảy ra trên khuôn ARN đạng sao chép (RF) hay đối 
8enom. Dạng này được tạo thành bằng cách tổng hợp ARN (-) bổ sung trên khuôn 


ARN (+) mẹ. 


— Genom ARN (+) được tổng hợp trên khuôn ARN (-—) của dạng sao chép RF. 


~ ARN - polymeraza phụ thuộc ARN tham gia tổng hợp cả RF và cả genom ARN 


(+) mới. 


— ARN (+) mới được tổng 
hợp có những chức năng sau : 


+ Làm khuôn để tổng hợp 
nhiều RF rồi từ đó tổng hợp 
nhiều ARN genom. 


+ Dùng làm genom cho 
các virut mới. 

+ Dùng làm mARN. 

Lắp ráp 

Protein được tạo thành sau 
khi phân cát polypeptit tiền 
chất sẽ lắp ráp với ARN 
gcnom mới trong tế bào chất 
để tạo ra virut mới. 


Với virut polo thì sự nhân 
lên hoàn toàn xảy ra trong tế 
bào chất 

Giải phóng : Virut phá vỡ 
tế bào đột ngột để ổ ạt ra 
ngoài. 

Một số virut ARN (+) như 
các virut astro, calici, toga, 
corona tiến hành tổng hợp 
protein cấu trúc từ mARN đưới 
genom (hình 2.5). 
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Pleorma và Flavivirus 


Genom 
ARN (+) 






Enzym sao chép Tiền polyprotein 






Protein cấu trúc 
và không cấu 
trúc 






Hình 2.4. Sơ đồ nhân lên của virut ARN chuỗi dương, không 
tạo thành các mARN đưới genom. Sau khi xâm nhập và cởi vỏ 
(bước 1), ARN genom được sử dụng trực tiếp để tổng hợp các 
polyprotein kích thước lớn sau đó phân cắt thành tác protein 
cấu trúc và không cấu trúc (bước 2 và 3). Protein không cấu 
trúc (enzym) xúc tác để sao chép ARN thông qua sự tổng hợp 
ARN chuỗi âm (đối genom) (bước 4 và 5). Quá trình sao chép 
tạo ra nhiều genom ARN mới phục vụ cho tổng hợp các 
protein của virut (bước 6 và 7) và cho lắp ráp tạo virut mới 
(bước 8). 


Mũi tên đậm thể hiện sự tổng hợp ỏ mức độ cao hơn. 











Astro, calici, toga, corona và arterivirus 


Đổi genom (2s) Genom 
ARN(-} m„ ARN (+) 
làn g0 tục 
sao chép không cấu trúc 


@ @) 69 


Protein không 
cấu trúc 


Dưới genom 
mAERN 


Protein cấu 
trúc và tiền 
polyprotein 
















Protein cấu trúc 


Virut mới 


Hình 2.5. Sơ đồ nhãn lên của virut ARN dương, kèm theo tổng hợp mARN 
dưới genom. Sau khi xâm nhập và cởi vỏ (bước 1), ARN genom được dùng 
trực tiếp làm mARN để tổng hợp protein không cấu trức, trong đó có enzym ARN poiymeraza phụ thuộc ARN 
(RdRp) (bước 2 và 3). RdRp xúc tác để sao chép ARN, tổng hợp chuỗi ARN ãm (đối genom) có kích thước đủ 
tương đương ARN genom (bước 4 và 5). Từ chuỗi âm làm khuôn tiến hành sao chép để tạo ra nhiều chuỗi 
ARN genom mới (bước 5 và 6). mARN dưới genom (có kích thước nhỏ hơn genom) tiến hành dịch mã để tạo 
protein cấu trúc (bước 7 và 8). Genom mới tạo thành tiến hành dịch mã để tạo nhiều protein không cấu trúc 
(bước 9 và 10) và sau đó lắp ráp với protein cấu trúc để tạo virut mới (bước 11). 


Chú thích : Bước 7. Dịch mã của mARN dưới genom ; Bước 8. Phân cắt nhờ proteaza và xử lý 


Sau dịch mã ; 
Rhabdo, filo, borna, paramyXo, 
orthomyxo và một số bunya 


Bước 10. Phân cắt nhờ proteaza. 





2.3.2.2. Nhóm 4 - Virut ARN đơn, (~) 


Ví dụ, virut cúm hoặc á cúm. Chu trình 
nhân lên được minh hoa ở hình 2.6. 








Hình 2.6. Sơ đồ nhân lên của virut ARN chuỗi 
đơn, âm . 


Sau khi xâm nhập và cởi vỏ một phần (bước 1), 
ARN tiến hành phiên mã nhờ ARN polymeraza 
phụ thuộc ARN do virut mang theo để tạo 
mARN (bước 2) cho tổng hợp protein cấu trúc và 
không cấu trúc (RdRp) (bước 3). Enzym RdRp 
tiến hành sao chép ARN thông qua bước trung 
gian là tạo ARN chuỗi dương (đối genom) (bước 
4 và 5). Đối genom (chuỗi dương) được dùng 
làm khuôn để tổng hợp nhiều ARN genom (bước 
5). Một phần ARN genom được dùng để tiến hành 
phiên mã mạnh, tạo ra mARN cần cho tổng hợp 
protein (bước 7), một phần dùng để lắp ráp với 
protein để tạo virut mới (bước 8). 


mARNvirut 


Protein cấu ưúc 
và không cấu trúc 


Virut mới 


Đặc điểm quá trình phiên mã có thể tóm tắt như sau : 

— Virut ARN (—) luôn mang theo ARN - polymeraza phụ thuộc ARN vì tế bào 
không có enzym này. 

~ mARN được tổng hợp trong nhân tế bào từ genom ARN (-) của mẹ nhờ enzym 
ARN polymeraza phụ thuộc ARN có trong hạt virut. 

— Virut cúm chứa genom nhiều đoạn đo đó mỗi mARN tạo thành được dùng để tổng 
hợp một loại protein. 


Tổng hợp ARN genom. Khác với phiên mã tạo mARN, muốn tổng hợp genom 
ARNC) trước hết phải tổng hợp chuỗi ARN trung gian hay đối genom (có chiều đài đủ) 
để làm khuôn. Quá trình này không cần mồi. Tiếp đó tổng hợp ARN (—) genom trên 
mạch khuôn trung gian. 


Tổng hợp protein. Protein của virut bao gồm : 

— Enzym transcriptaza (ARN polymeraza phụ thuộc ARN). : 

— Protein vỏ ngoài gồm 2 loại đều được gắn glucozơ (glycosyl hoá). Một loại 
có hoạt tính hemaglutinin hoặc neuraminidaza và một loại có hoạt tính dung hợp hoặc 
tan máu. 

Lắp ráp 

Nuecleocapsit của virut được lắp ráp ở màng nhân tế bào và tạo vỏ ngoài khi virut 
nảy chồi qua màng sinh chất. 

Virut cúm là virut ARN đơn, nhiều đoạn. Mỗi đoạn phiên mã cho một mARN riêng 
để từ đó tổng hợp thành các phân tử protein có chức năng khác nhau. ARN mới của 
virut được tổng hợp trong nhân tế bào. Quá trình này cần có sự tham gia phiên mã của 
tế bào chủ. Protein virut được tổng hợp trong tế bào chất rồi di chuyển tới bể mặt tế 
bào. Tại đây glycoprotein vỏ ngoài cũng được gắn vào các vị trí nhất định. Genom ARN 
mới được vận chuyển đến bẻ mặt tế bào và lắp ráp với protein mới tổng hợp của virul. 
Hạt virut được bao vỏ ngoài khi nảy chồi qua màng sinh chất. 


2.3.2.3. Nhóm ð - Virut ARN kép 

— Nhóm này bao gồm các virut eo Và roïa. 

— Tất cả các virut ARN kép đều có genom nhiều đoạn. 

— Mỗi đoạn phiên mã cho một mARN để tổng hợp một protein riêng. 

— Hạt virut chứa ARN — polymeraza phụ thuộc ARN. 

— Phiên mã thực hiện theo cơ chế bảo thủ và không đối xứng, nghĩa là chỉ tạo thành 


mARN. Mỗi mARN lại được sao một lần để tạo chuỗi ARN kép, đó cũng chính là 
genom (sơ đồ nhân lên được minh hoạ ở hình 2.7). 
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Virut Reo và Burna 


Hình 2.7. Sơ đỗ nhân lên của virut 
ARN chuỗi kép. Sau khi xâm nhập và 
cởi vỏ từng phần (bước 1), các đoạn 
ARN chuỗi kép vẫn nằm trong lõi tiến 
hành phiên mã nhờ enzym RdRp gắn 
ở lõi để tổng hợp mARN (bước 2) rồi từ 


mARN trong hạt Genom ARN kép trong 
đó tổng hợp protein (bước 3). Các 
protein này lắp ráp quanh mARN để 


SN | | ng 
tạo hạt dưới mức virut (bước 4). Sau (2 (2) (8) 
đó mARN trong các hạt này tiến hành 
sao chép để tạo ARN genom chuỗi 
âm tham gia tạo thành ARN genom | | mARNvirut 
chuỗi kép (bước 5). Các hạt dưới mức 
virut được tạo thành lại tiếp tục tham 3) ( 
gia vào quá trình tổng hợp m ARN 
(bước 6), tống hợp protein (bước 7), 
sao chép (bước 8 và 9), lắp ráp với : 
ệ 
và không cấu trúc 








protein cấu trúc để tạo thành virut mới 
(bước 10) 


Virut mới 


3.3.2.4. Nhóm 6 —- Virut Retro chúa genom ARN đơn, (+) 

Rất nhiều nhưng không phải tất cả virut refro có khả năng tạo khối u. Khi nhân lên 
không giết chết tế bào mà có thể chuyển đạng thành tế bào ung thư. 

Genom là 2 phân tử ARN đơn, (+), gắn với nhau ở phía đầu (dạng dime). 

Chứa 3 gen chính là gag (mã cho protein lõi), gen poi mã cho polymeraza phiên mã 
ngược (RT) và gen em mã cho protein vỗ ngoài. Ngoài ra còn có một số gen điều hoà. 

Quá trình nhân lên : Gồm 2 giai đoạn : 

— Giai đoạn đầu 

+ Phiên mã nhờ enzym phiên mã ngược để tạo chuỗi lai ARN/cADN. 

+ Chuyển chuỗi lai ARN/cADN thành chuỗi ADN kép. Enzym RT có hoạt tính 
ribonucleaza H phân giải mạch ARN. Còn mạch cADN dùng làm khuôn tổng hợp mạch 
ADN bổ sung. 

+ Cài xen phân tử ADN kép mới tổng hợp vào nhiễm sác thể của tế bào tạo ra 
provirut. 

~ Giai đoạn hai 

+ ARN của virut phiên mã nhờ enzym của tế bào. 

+ Bản sao ARN có 2 chức năng : vừa là mARN để tổng hợp protein virut vừa là 
genom của virut mới. 

Tổng hợp protein : ARN được phiên mã từ ADN provirut tiến hành tổng hợp 
protein trên riboxom nằm trong tế bào chất, bao gồm : Enzym phiên mã ngược, protein 
lõi, protein vỏ ngoài. 


4? 


Lắp ráp : Nucleocapsit được lắp ráp từ genom ARN mới tạo thành với protein đã đi 
trú ra bể mặt tế bào. Vỏ ngoài được hình thành khi virut nảy chồi qua màng sinh chất 


(hình 2.8). 


Hình 2.8. Sơ đồ nhân lên của virut 
Retro. 


Sau khi xâm nhập và cởi vỏ từng 
phần (bước 1), ARN genom được 
phiên mã thành cADN (đối genom), 
sau đó thành ADN chuỗi kép nhờ 
enzym phiên mã ngược (bước 2 và 
3). Nhỡ enzym integraza, ADN của 
virut cài xen vào nhiễm sắc thể tế 
bào chủ (bước 4). Cả hai loại enzym 
trên đều nằm trong lõi của virut. 
Nhờ ARN polymeraza của tế bào, 
provirut phiên mã tạo ARN (bước 5) 
là tiền chất của mARN (bước 6) để 
tổng hợp protein (bước 7) và lắp ráp 
tạo virut mới (bước 8). 


Hinh 2.9. Sơ đồ nhân lên của virut 
ARN ¡ưỡng cực (ambisense RNA 
Virus). 


Sau khi xâm nhập và cởi vỏ từng 
phần (bước 1), ARN genom của 
virut vẫn còn đang nằm trong capsit 
được phiên mã từng phần nhở ARN 
- polymeraza phụ thuộc ARN 
(RdRp) liên kết với nucleocapsit để 
tạo ra mARN (bước 2) dùng cho 
tổng hợp protein nucleocapsit và 
RdRp (bước 3). Các protein này 
xúc tác cho quá trình sao chép 
ARN thông qua sự tạo thành các 
antigenom trong nucleocapsit (bước 
4). Antigenom vừa dùng làm khuôn 
đẻ phiên mã tạo mARN (bước 5) 
dành cho tổng hợp các protein khác 
của virut (bước 6) và vừa làm khuôn 
để tạo thêm nhiều genom ARN của 
virut mới. Genom mới tạo thành 
trong nucleocapsit và RdRp để lắp 
ráp cùng với protein cấu trúc tạo 
virul mới (bước 9). Một số virut 
Bunya có genom lưỡng cực và một 
số mang genom (~). 
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ARN genom 
















cADN 
(đối ganom) 


ARN chưa 
chế biến 


ADN cài xen 
(provirut) 









Protein cấu trúc, không cấu 
trúc và protein gây ung thư 








Arena và một số virut Bunya 


mARN dùng cho tổng hợp 
các protein khác của virut 


Protein nueleocapsit và RdRp 


Protein cấu trúc 





TỔNG KẾT CÁC QUÁ TRÌNH NHÂN LÊN CỦA VIRUT 


a) Virut ADN kép : pox, herpes, adeno, papova, irido 





mARN 
ADN kép 


ProteIn 
ADN kép 





lên Lắp ráp 


B) Viru( ADN đơn : parvo 


mARN 
ADN đơn 





ADN đơn —› ADN kép (RF) <<” R4: ĐA HP 


©) ADN kép sử dụng ARN trung gian : Hepadna 





ADN ké mARN Protein : 
Soi VẠNG VÌ In, -, ráp 
cccADN ADN kép 
đ) Virut ARN kép : reo, rota 
Protemn 


ARN kép ~» mARN sW 
Lắp ráp —> (ARN kép) 


e) Virut ARN đơn (+) picorna, calici, corona, toga 


cất 
Protein 


— 

ARNG)CCC _T~ARNG)Z 
ARN(_—) 

8) Virut ARN đơn (—) : orthomyxo, paramyxo, rhabdo, filo bunya, arena 


Protein 
¬. 
ARNC-) — B23 SA _— Láp ráp 


Lắp ráp 


g) Virut ARN (+) sử dụng ADN kép trung gian 
ARN đơn (+) —> ARN/c ADN — ADN kếp —> cài vào NST —> mARN —> protein 
—m «. 
lắp ráp 


Hinh 2.10. Sơ đồ tóm tắt các quả trình nhân lên của các nhóm virut khác nhau 
(Harper, D., Molecular virology 209 ed., (1998) BIOS Pubiisher Limited 
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9.4. PHÁẢI CHĂNG VIRUT LÀ THỂ SỐNG ? 


Đã hơn 100 năm trôi qua. kể từ khi phát hiện ra virut, câu hỏi virut là thể sống hay 
thể vô sinh vẫn luôn chờ đợi câu trả lời. Sau khi đã tìm hiểu các đặc điểm cơ bản và quá 
trình nhân lên của virut, chúng ta đã có cơ sở để thảo luận vấn đề này. Trước hết hãy 
xem xét sự sống là gì. Nói đến sự sống là ta nói đến sự sinh trưởng, sinh sản, khả năng 
đáp ứng, khả năng trao đổi chất và trao đổi năng lượng bên trong một tế bào. Nếu dựa 
theo các tiêu chí này thì rõ rằng virut thiếu hẳn tính chất của thể sống. Hơn nữa ngay từ 
năm1955, Frank Conrat đã làm thí nghiệm tách ARN (genom) ra khỏi vỏ protein capsit 
của virut đốm thuốc lá để được hai chất riêng như hai chất hoá học. Tuy nhiên, khi trộn 
hai thành phần với nhau ở pH thích hợp, chúng lại trở thành virut hoàn chỉnh và có thể 
gây nhiễm. Nếu là thể sống thì tại sao có thể tách ra và kết hợp lại được, thậm chí một 
số virut còn có thể kết tính lại được như là tỉnh thể hoá học. Điều này khiến cho một số 
nhà hoá học phủ nhận tính chất sống của virut và chỉ coi chúng là một hợp chất hoá học 
đặc biệt, phức tạp và có khả năng gây bệnh. Song nhiều nhà khoa học khác lại quả 
quyết rằng chúng là thể sống. Nếu là thể vô sinh, tại sao chúng có thể sử dụng các 
phương pháp rất tỉnh tế để xâm nhập vào tế bào, điều khiển tế bào hoạt động theo 
chương trình của mình để tạo ra được thế hệ virut mới mang đầy đủ đặc điểm di truyền 
của virut ban đầu. Có lẽ đã đến lúc cần có một khái niệm mới về sự sống chăng, một 
thực thể sẽ được coi là sự sống khi axit nucleie và protein của chúng ở dạng hoạt động. 

Như vậy, trong bất kỳ trường hợp nào, virut cũng có thể được coi là nằm ở 
ngưỡng cửa của sự sống. Khi ở ngoài tế bào chúng biểu hiện như thể vô sinh, còn ở 
trong tế bào chúng lại biểu hiện như thể sống. Vậy ý kiến của bạn là gì ? Có nên coi 
virut là thể sống ? 


Chương ở 
CÁC PHƯƠNG PHÁP PHÂN LẬP VÀ NUÔI CẤY VIRUT 


Trong phần trước, chúng ta đã tìm hiểu cách thức virut nhiễm vào tế bào vi khuẩn, 
tế bào động vật và thực vật như thế nào. Tuy nhiên, có các tế bào bị nhiễm virut hoặc có 
trường hợp tuy bị nhiễm nhưng không thể nhận biết được vì chúng luôn ở dạng tiềm ẩn. 


Các tế bào vi khuẩn bị nhiễm virut độc (thể thực khuẩn — TTK) sẽ bị tan và chết, vì 
thế chúng ta có thể quan sát thấy những vệt tan gọi là plaque nằm rải rác ở thảm vì 
khuẩn trên bể mặt thạch nghiêng hoặc hộp Petri. Ở động vật và thực vật, tế bào bị 
nhiễm virut thường sẽ bị chết nhưng cũng có trường hợp chức năng bình thường của tế 
bào vẫn được duy trì. Do vậy, cơ thể bậc cao, khi bị nhiễm virut. có thể biểu hiện thành 
triệu chứng bệnh lý hoặc có thể không biểu hiện gì đáng nguy hại. Điều đó tuỳ thuộc 
loại virut gây nhiễm. Chẳng hạn virut bại liệt phá huỷ tế bào thần kinh dẫn đến tử vong 
hoặc làm cho bệnh nhân bị tàn tật suốt đời nhưng virut mụn cơm lại thuộc loại lành tính 
không mấy ảnh hưởng đến sinh trưởng của tế bào và do đó không ảnh hưởng đến sức 
khoẻ người bệnh. Hậu quả nhân lên của virut cũng muôn vẻ. Có loại kých thích để 
chuyển dạng tế bào lành thành tế bào ung thư (sareøm Ñous), có loại lại nhiễm vào các 
tế bào của hệ thống miễn dịch (MD) để gây suy giảm MD (HIV). 


Tế bào thực vật, khi bị nhiễm viruf, sẽ tạo các dấu hiệu dễ nhận biết như xuất hiện 
các vết hoại tử hoặc các đám mö chết hoặc xuất hiện các triệu chứng như thay đổi màu 
sắc lá. Lá thường ngả màu vàng rồi nâu hoặc thay đổi hình dạng như làm cho cây lùn 
hay còi cọc. 

Muốn nghiên cứu virut thì trước hết phải phát hiện được sự hiện diện của virut và 
nuôi cấy được chúng. Virut là nhóm ký sinh nội bào bắt buộc do đó đòi hỏi phải có tế 
bào vật chủ phù hợp cho chúng nhân lên. Tuỳ loại virut mà người ta phải dùng các 
phương pháp nuôi cấy riêng biệt. 

Có 3 hệ thống nuôi cấy : 

— Nuôi cấy trên mô tế bào. 

— Nuôi cấy trong phôi gà. 

— Tiêm truyền vào động vật thực nghiệm. 

Hiện nuy phương pháp phân lập để chẩn đoán virut ít được dùng. Tuy nhiên, việc 
nuôi cấy virut vẫn được tiến hành cho các mục đích khác nhau như phục vụ nghiên cứu 
và sản xuất vacxin. Trong ba hệ thống nuôi cấy kể trên thì hai hệ thống sau ít được 
sử dụng. 


3.1. NUÔI CẤY TRÊN MÔ TẾ BÀO 


Nuôi cấy virut trên mô tế bào là một thành tựu lớn trong virut học, có thể sánh 
ngang với việc tinh khiết virut. Nhờ việc phát hiện ra phương pháp này mà công việc 
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nghiên cứu virut đã được đẩy mạnh. Đây là phương pháp được ứng dụng rất rộng rãi để 
phân lập, định loại và chuẩn độ virut. Ngoài ra, còn rất hiệu quả trong nghiên cứu các 
phản ứng huyết thanh và dùng để chế vacxin. 

Nguyên tắc của phương pháp này là nếu lấy một mô tế bào cho vào môi trường dinh 
dưỡng và để ở nhiệt độ thích hợp thì các tế bào sẽ sống và bát đầu phân chia. Nếu cứ 
sau một thời gian lại rửa và thêm dung dịch dinh dưỡng mới thì các tế bào sẽ phân chia 
không ngừng. Người ta dùng các tế bào đó để cấy virut. 

Để nuôi virut gây bệnh cho người và động vật, người ta thường dùng các tế bào lấy 
từ mô của người và động vật, ví dụ như phôi người, phôi gà, thận khỉ, phối lợn, màng ối 
người... 


Muốn có tế bào một lớp trước hết phải dùng tripxin phá vỡ mô liên kết gắn giữa các 
tế bào và tách chúng ra thành các tế bào riêng lẻ. Sau đó ly tâm với dung dịch muối đệm 
để loại hết tripxin, rồi đổ môi trường dinh dưỡng vào để nuôi tế bào. 

Môi trường dinh dưỡng được chia làm 2 loại : 


~ Môi trường dinh dưỡng tự nhiên bao gồm huyết thanh động vật, nước ép bào thai 
và dung dịch muối đệm (dung dịch Hank). 


— Môi trường dinh dưỡng tổng hợp, ví dụ như môi trường 199 (còn gọi là môi 
trường Parker), chứa 19 axit amin, purin, pentoza và nhiều loại vitamin. Tất cả có 150 
chất và thêm cả chất kháng sinh để tránh nhiễm khuẩn. 


Các dung dịch muối đệm thường được dùng là dung dịch Hank, Tyrode, Earle và 
Ringer trong đó dung dịch muối Hank được dùng rộng rãi. 


Lấy hỗn dịch tế bào đã tripxin hoá trộn với môi trường dinh dưỡng cho vào các bình 
dẹt hay hộp Peti (dùng loại thuỷ tỉnh trung tính). Đặt nằm trong tủ ấm 37°C. Ở điều 
kiện này, sau 3 — 7 ngày các tế bào sẽ mọc dính chặt vào đáy bình và tạo thành một lớp 
tế bào. 


Dùng một lượng hỗn dịch virut pha loãng 10"! ~ 102 trong dung dịch muối Hank 
cấy vào bình đựng tế bào một lớp sao cho vừa đủ ướt lớp mặt tế bào. Đặt vào tủ ấm 
37C trong 45 phút cho virut hấp phụ lên bể mặt tế bào sau đó đổ môi trường dinh 
dưỡng vào bình. 

Tuỳ thuộc vào từng loại virut, số lượng virut được cấy và loại tế bào nuôi cấy mà 
thời hạn nhân lên của virut có khác nhau, nói chung là 2 - 10 ngày. Để phát hiện sự 
nhân lên của virut trong tế bào, có thể dùng kýnh hiển vi quan sát sự huỷ hoại tế bào 
(CPE) do virut gây ra. Thêm chất chỉ thị màu vào môi trường còn có thể thấy được sự 
sinh sản của virut bằng mắt thường. Nếu màu sắc của chất chỉ thị không biến đổi nghĩa 
là quá trình trao đổi chất của tế bào đã bị đình chỉ và lúc đó pH môi trường không thay 
đổi - các tế bào đã chết. Nếu các tế bào nuôi cấy không bị nhiễm virut thì dưới ảnh 
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hưởng của các sản phẩm trao đổi chất do chúng tiết ra làm cho pH môi trường sẽ bị thay 
đổi theo hướng axit hoá và sẽ làm cho chất chỉ thị màu phenol từ màu hồng ngả sang 
màu vàng. 

Người ta còn xác định sự nhân lên của virut bằng cách soi tế bào để tìm tiểu thể bao 
hàm, tiêm nước nuôi cấy tế bào cho súc vật cảm thụ để quan sát bệnh cảnh lâm sàng và 
làm một số phản ứng huyết thanh với nước nuôi cấy tế bào. 


Hiện nay để nuôi cấy mô người ta còn dùng các loại mô chính sau đây : 


+ Nuôi cấy dòng tế bào sơ cấp. Ví dụ, nuôi tế bào thận khỉ. Phương pháp phức tạp, 
mất nhiều công sức, thời gian sống của tế bào ngắn tuy nhiên tế bào mẫn cảm được với 
nhiều loại virut. 


+ Nuôi cấy các dòng tế bào bán liên tục. Ví dụ, tế bào phổi phôi người. Để bảo 
quản có thể cấy truyền 20 — 30 lần mới bị chết. Nhạy cảm với nhiều loại virut. 


+ Nuôi cấy dòng tế bào liên tục (thường trực). Ví dụ, tế bào Hela được sử dụng 
khắp thế giới, lấy từ ung thư cổ tử cung của một phụ nữ chết vì bệnh này tên là Helen L. 
Tế bào Hep — 2 (lấy từ bệnh nhân ung thư họng), tế bào BK (lấy từ bệnh nhân ung thư 
khoang miệng). Các tế bào này có thể cấy truyền và bảo quản lâu dài nhưng ít nhạy cảm 
với Virut so với các mô nuôi cấy khác. 


Kỹ thuật vệt tan (plaqgue). Kỹ thuật dùng để định lượng đơn vị gây nhiễm trong 
dịch huyền phù virut đã cho. Vết tan là vùng tế bào bị phân giải hoặc CPE trong nuôi 
cấy tế bào một lớp. Mỗi vệt tan bắt nguồn từ một virion do đó xác định vết tan tức là 
xác định chỉ số virion. Hầu hết kỹ thuật vết tan là kỹ thuật nuôi cấy tế bào một lớp. 
Thêm một lượng nhỏ (0,1 ml) địch pha loãng virut vào tế bào nuôi cấy mô một lớp. Sau 
khi virut hấp phụ lên tế bào thì phủ môi trường để ngăn sự tạo thành vết tan lần hai rồi 
ủ. Sau khi tạo vết tan, nhuộm và đếm số lượng vết tan. Tốt nhất là có khoảng 20 — 100 
vết tan trên hộp hay bình nuôi cấy tế bào một lớp. Sơ đồ thí nghiệm được thể hiện ở 
hình 3.1, chỉ số gây nhiễm là đơn vị hình thành vết tan trong một ml (PEU/ml - plaque 
forming unit) và được tính theo công thức : 


Số lượng vết tan 


PFU =—————————- 
Độ pha loãng x Số ml cấy 


Ví dụ. Số lượng vết tan đếm được là 100 


Lượng dịch cấy là Ø,1 m1. Độ pha loãng là 10 thì 


PEU = 100 —_ 
Ta 


m: on — 10” PFU / ml 
x * 


SK, 


0,1ml 0,1ml 1,0ml 1,0ml 


ế 0! Noug/ ẩm NN tý Đo nề nN 


LỊ 9,9ml 9,9ml si kd 9,0ml 


Dịch nguyên 


108 


=5 = GC C—= 


| ủ có phủ lớp | ủ có phủ lớp 


môi trường môi trường 





Lượng vết tan Khoảng 100 
quá nhiều vết tan 


Hình 3.1. Sơ đồ thực hiện kỹ thuật vệt tan. 


3.2. NUÔI TRÊN PHÔI GÀ 


Nuôi cấy virut trên phôi gà đang phát triển là phương pháp trước đây được sử dụng 
rộng rãi vì đa số virut có thể phát triển trên phôi gà. Đây còn là phương pháp thuận lợi, 
tiết kiệm và cho kết quả nhanh chóng. Người ta có thể cùng một lúc cấy lên hàng loạt 
phôi gà và thu được một lượng virut khá lớn. Do đó, phương pháp này rất tiện lợi để 
phân lập, kiểm nghiệm, định loại virut, và chế tạo KN trong khi chưa có phương pháp 
hữu hiệu hơn. 

Lấy trứng gà đã thụ tỉnh cho ấp ở 38°C và độ ẩm 60% trong 6 — 13 ngày. Khi phôi 
bắt đầu phát triển thì tiến hành tiêm virut. 


Tuỳ thuộc vào loại virut mà người ta chọn tuổi của phôi và chọn các đường tiêm vào 
các mô khác nhau của phôi. Đối với virut nhiễm vào đường hô hấp thì có thể tiêm vào 
màng túi niệu hoặc túi ối, đối với virut hướng da thì tiêm vào màng niệu đệm, còn 
đối với virut hướng thân kinh thì tiêm vào lòng đỏ, màng niệu đệm hoặc vào não... 
(hình 3.2). 

Sau khi tiêm, dùng parafin vô trùng gắn lỗ tiêm rồi ủ trứng trong tủ ấm ở 37°C trong 
3 — 4 ngày. Sau khi ủ, tiến hành mổ trứng để lấy các mô nhiễm virut. Dựa vào những 
biến đổi đại thể của các tổ chức phôi mà người ta đánh giá được sự phát triển của virut. 
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Chẳng hạn như tiêm virut Màng phôi 
đậu bò vào màng niệu đệm 
sẽ tạo thành nhiều nốt 
đục màu trắng giống như 
nốt đậu. Trong trường hợp 
virut không gây những 
biến đổi có thể nhìn thấy 
được, trước đây người ta 
phải phát hiện sự nhân 
lên của virut trong phôi Túiniệu 
bằng cách tiêm dịch thể - Tứiôi 
ở các túi hoặc hỗn dịch, 
các tổ chức nghiền nát 
vào động vật mãn cảm, 
sau đó xét nghiệm bằng Hình 3.2. Nuôi cấy virut trong phôi gà đang phát triển. 
phản ứng huyết thanh. 5) nh, 3c CN Ảng mà TINH 
Ngày nay có thể xác định X42) K42: 0g 04 

ụ : c) Cấy vào túi niệu 
bằng phương pháp tự d) Cấy vào túi ối 
động như PCR. 





(®) 





màng niệu đệm 
Túi ối Nắp thuỷ tỉnh 
Màng ối Parafin 


(c) (d) 


3.3. NUÔI TRÊN ĐỘNG VẬT MÃN CẢM 


Nuôi virut trên động vật mãn cảm là phương pháp được dùng từ lâu đời. Ngay từ lâu 
Pasteur đã tiêm virut dại vào não thỏ. Cho đến gần đây phương pháp này vẫn còn được 
ứng dụng rộng rãi trong các phòng thí nghiệm virut học để phân lập một số virut nhất 
định. Với mục đích phát hiện virut, người ta tiêm hỗn dịch nghỉ là có virut vào động Vật 
mẫn cảm rồi quan sát bệnh cảnh lâm sàng của con vật. Qua bệnh cảnh lâm sàng có thể 
kết luận ngay được sự có mặt của virut. Hoặc nếu có trường hợp bệnh cảnh lâm sàng 
không bộc lộ ra người ta cũng có thể đo hiệu giá KT trong máu con vật mà chẩn đoán 
một cách chính xác sự có mặt của virut. 


Trường hợp sau khi tiêm động vật không bị ốm người ta cũng giết sau 5 — 1Ö ngày, 
dùng phủ tạng nghiền nát thành hỗn dịch để tiêm cho động vật mới (gọi là "tiêm truyền 
mù"). Bằng cách này, sau 2 - 3 lần tiêm có thể gây được bệnh cảnh lâm sàng hoặc ít ra 
cũng gây được những biến đổi trong phủ tạng của con vật mà qua đó phán đoán sự tồn 
tại của virut. 

Tuỳ từng loại virut mà người ta phải lựa chọn các loại động vật mãn cảm khác nhau. 
Đối với virut viêm não cần dùng chuột nhất trắng, virut toi gà (Ñewscattle) cần dùng gà, 
virut cúm cần dùng sóc, virut tả lợn cần dùng lợn... Ngoài ra người ta có thể dùng chuột 
lang, chuột cống trắng, chuột đất, thỏ. khỉ, bồ câu, bò, dê... Tuỳ theo tính chất gây bệnh 
của virut và tuỳ theo mục đích của công việc mà người ta lựa chọn đường tiêm vào các 
cơ quan thích nghi của con vật cho thích hợp, ví dụ như đối với virut thích nghi đường 
hô hấp (virut cúm) thì nhỏ mũi hoặc tiêm vào khí quản, các virut có tác động trực tiếp 
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đến phủ tạng, trong đa, tiêm vào bắp thịt, tiêm phúc mạng, tiêm tĩnh mạch, tiêm vào 
dây thần kinh ngoại vi... 


Phương pháp tiêm truyền virut qua cơ thể động vật còn dùng để chế tạo các loại 
vacxin (vacxin đại, đậu mùa...) hay các KN chẩn đoán (viêm não, các arbo virut 
khác...). Đặc điểm thuận lợi của phương pháp này là có thể nghiên cứu được bệnh lý 
của con vật, nghiên cứu được tác dụng gây bệnh của virut trên toàn bộ cơ thể và trong 
các tổ chức riêng biệt, đồng thời nghiên cứu được cả các đặc tính sinh học virut. Tuy 
nhiên, phương pháp này tương đối cổng kẻnh, mất nhiều thời gian và không kinh tế, do 
đó ngày nay ít dùng. 


8.4. NUÔI CẤY VIRUT GÂY BỆNH THỰC VẬT 


Để nuôi cấy virut gây bệnh thực vật người ta dùng các cây mẫn cảm trồng riêng 
trong nhà kýnh, thường nuôi trên các cây ] năm. Các cây này được trồng theo nhiều đợt 
và được tiến hành cấy truyền virut từ đợt cây đã hết thời kỳ sinh dưỡng sang đợt cây 
mới còn non. 

Có nhiều cách nhiễm virut vào cây, Đối với virut đốm thuốc lá người ta ép lá thuốc, 
lọc qua màng lọc rồi tiêm vào cây. Đối với cây có nhựa, có thể lấy nhựa của cây chứa 
Virut tiềm trực tiếp vào cây lành. Còn đối với những loại virut chỉ lan truyền trong thiên 
nhiên nhờ côn trùng thì người ta dùng côn trùng làm vật trung gian. Bọn này có vòi 
chọc thủng màng cutin của tế bào và truyền virut vào trong. Virut có thể lan từ tế bào 
này sang tế bào khác qua sợi liên bào (plasmodesmata) ở mô thực vật. Hơn nữa đa số 
các trường hợp tế bào bị nhiễm vẫn tiếp tục tạo điều kiện cho virut nhân lên mà không 
bị chết hoặc tan rã. Có thể ép dịch chứa virut của cây bệnh để thuần khiết hoặc đôi khi 
có thể kết tỉnh. Vào những năm 30, Wendell M. Stanley đã thuần khiết và kết tỉnh được 
virut đốm thuốc lá và nhờ công trình này mà ông đã giành được giải Nobel về hoá học 
vào năm 1946. 

Khoa học đã đạt được những tiến bộ về việc loại bỏ thành tế bào thực vật. Các tế 
bào chỉ được bọc bởi màng nguyên sinh (protopiast) rất dễ bị nhiễm virut. Việc nuôi 
cấy thành công tế bào một lớp của côn trùng cũng tạo thuận lợi cho việc nghiên cứu virut 
thực vật. Chăng hạn, virut zhabdo có thể nhân lên trong tế bào nuôi cấy mô bọ rầy xanh 
đuôi đen (Nephotettis bipunctatus) và đạt đến số lượng 10000 virion trong I tế bào. 

Người ta cũng có thể dùng phương pháp ghép cành của cây bị bệnh vào gốc cây lành. 

Nhiều loại virut có thể nhân lên trên các bộ phận tách rời của thực vật như lá, thân, 
vỏ rễ.... Người ta thường phải cho thêm chất định dưỡng vào các bộ phận tách rời này. 
Ví dụ, virut đốm thuốc lá có thể sinh sản tốt trên lá thuốc lá tách rời có tẩm dung dịch 
Saccaroza 6% trong vòng 1 — 1,5 ngày để ở nhiệt độ thích hợp. 


3.5. NUÔI CẤY PHAGE 


Để nuôi cấy phage trước hết phải chọn tế bào chủ phù hợp cho chúng nhân lên. 
Ví dụ để nuôi phage T4 thì cần dùng quần thể #. coi nuôi trong môi trường đặc hoặc 
dịch thể. 
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Việc phát hiện sự hiện diện của phage rất đơn giản. Phage nhiễm vào môi trường 
dịch thể nuôi ví khuẩn sẽ làm cho môi trường đang đục trở nên trong. Còn trên môi 
trường thạch có thể quan sát thấy các vệt tan. Đầu tiên một virut đột nhập vào tế bào, 
nhân lên phá vỡ tế bào và khoảng 100 virion được giải phóng ra ngoài. Mỗi virion lại 
đột nhập vào tế bào lân cận để lặp lại quá trình nhân lên. Cứ như vậy sau vài giờ sẽ xuất 
hiện các vệt tan. Mỗi vệt tan do một phage tạo thành, đo vậy nếu đếm số lượng vệt tan 
có thể tính được số lượng phage. Người ta thường gọi là đơn vị tạo thành vệt tan (PFU) 
giống như đơn vị CEU (clony forming unit) khi đếm vi khuẩn vậy. Kỹ thuật đếm phage 
theo cách này được gọi là "kỹ thuật vết tan” (plague assay). 


Cách tốt nhất để phân lập virut là tách chúng từ nơi cư trú của tế bào chủ.Ví dụ, 
phage ký sinh trong E. cøí¿ có thể dễ dàng phân lập từ nước cống hoặc nước nhiễm 
phân. Mẫu được ly tâm hoặc loại bô cặn, thêm cloroform để giết các tế bào vi khuẩn. 
Lấy khoảng 0,I mI trộn với tế bào chủ rồi cấy dàn đều trên mật thạch. Việc xuất hiện 
plaque chứng tỏ sự có mặt của virut. 

Đường cong sinh trưởng đơn. Chu trình nhân lên của virut tính từ khi một hạt virut 
hấp phụ trên bể mặt tế bào đến khi làm tan tế bào để chui ra, được biểu diễn bởi đường 
cong sinh trưởng đơn hay đường cong sinh trưởng một bậc (one — step growth curve). 
Đầu tiên, người ta chỉ đùng một lượng nhỏ phage nhiễm vào dịch nuôi sao cho chỉ một 
mà không nhiều phage hấp phụ lên bề mặt tế bào. Sau một khoảng thời gian lại lấy mẫu 
để kiểm tra số lượng phage theo kỹ thuật vệt tan. 

Quá trình được tiến hành như sau : 

— Cho phage hấp phụ lên bề mặt tế bào chủ. 

— Thêm kháng huyết thanh (KT) để làm bất hoạt các phage tự đo trong môi trường. 

~— Pha loãng 1000 lần để các virion mới được tạo thành không tấn công các tế bào lành. 


~ Lấy mẫu định kỳ (sau 5, 10, I5, 20,... 50 phút) để xét nghiệm vệt tan. Mỗi PFU 
ứng với một phage trong dịch huyền phù ban đầu. Sau mỗi thời gian nuôi lại lấy mẫu, 
làm tan bào nhân tạo và xét nghiệm vết tan. Số lượng vệt tan tăng phản ánh số lượng 
phage trong tế bào tăng lên. 


Sau khi hấp phụ, virut xâm nhập vào tế bào, khả năng gây nhiễm (infectivity) không 
còn nữa. Đó là lúc vỏ capsit bị phân giải (cởi áo) để giải phóng axit nucleic. Thời kỳ 
này gọi là thời kỳ ẩn (eclipse period) và không một virion nào được tạo thành. Tiếp theo 
là thời kỳ tiểm tàng (latent period). Trong suốt thời kỳ này, xảy ra sự tổng hợp axit 
nucleic và protein. Sau đó là thời kỳ chín (maturation period), các thành phần của virut 
sẽ lấp ráp tạo thành virion hoàn chỉnh. Lúc này nếu tế bào bị vỡ thì có thể xác định 
được virut. Cuối cùng, virut ồ ạt chui ra khỏi tế bào làm tế bào bị tan hoặc ra từ từ theo 
kiểu nảy chồi mà không làm tan tế bào. Thời gian cho một chu kỳ sinh trưởng một bậc 
có thể thay đổi tùy thuộc vào virut và tế bào chủ. Với đa số phage là 20 — 30 phút, còn 
đối với virut động vật là 8 - 10 giờ. Số lượng virion được tạo thành trong mỗi tế bào 
cũng khác nhau. Đối với phage có thể lên tới 10000. 
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Chương 4 
DI TRUYỀN VIRUT 


4.1. MỘT SỐ KHÁI NIỆM CẦN THIẾT VỀ DI TRUYỀN HỌC 


Trước hết, để dễ dàng tìm hiểu quá trình nhân lên của virut chúng ta hãy xem lại 
một cách tóm tắt các khái niệm cơ bản nhất về di truyền liên quan đến chu trình nhân 
lên của virut. 


4.1.1. Sao chép ADN 

ADN thường có ba dạng : 

— Dạng siêu xoắn (mạch kép xoắn hình số 8). 
— Dạng vòng tròn. 

— Dạng thẳng. 


Đặc tính cơ bản của ADN là khả năng tự sao chép. Mặc dù có vài sai khác nhưng về 
cơ bản quá trình này diễn ra gân giống nhau ở mọi tế bào, kể cả ở prokaryote lẫn ở 
eukaryote. Đó là quá trình sao trình tự nucleotit của phân tử ADN mẹ thành 2 phân tử 
ADN con. Mỗi sợi của phân tử ADN mẹ được dùng làm khuôn để tổng hợp nên một sợi 
mới của phân tử con. Đây là cơ chế bán bảo tồn bởi vì mỗi phân tử ADN con đều giữ lại 
một sợi cũ của mẹ (bảo tồn) và một sợi mới tổng hợp. 


Cơ chế của quá trình này rất phức tạp. Có thể tóm tắt theo các bước sau : Hãy lấy 
quá trình sao chép ở #. cøl¡ làm ví dụ (hình 4.1). 


ADN được tổng hợp 
liên tục từ mạch trước 
S, Protein cùng mạch 











ADN polymeraza II 2 


Khuôn ADN mẹ s3 
ADN helicaza 
ARN nồi Topoisomeraza 
Primeraza 

(ARN polymeraza tạo mồi) 


ADN được tổng hợp 
gián đoạn ở mạch chậm (sau) 


ADN polymeraza | +ligaza 


Hình 4.1. Sao chép ADN ở vi khuẩn E. coi. 
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1. Trước hết cần protein B nhận biết điểm khởi đầu gọi là oriC (replication origin) 
nằm trên ADN khép vòng. : 

2. Hai enzym gyraza (còn gọi là topoisomeraza ID cắt ADN để duỗi siêu xoắn. Hai 
phân tử enzym gyraza dị chuyển theo hai hướng ngược chiều nhau so với điểm khởi đầu. 

3. Hai phân tử enzym helicaza (còn gọi là rep) bám vào mỗi mạch có khả năng thuỷ 
phân ATP tạo năng lượng để làm đứt liên kết hydro tạo chạc sao chép. 

4. Protein liên kết mạch đơn (SSB - single strand binding protein) gắn vào 2 đoạn 
của mỗi mạch phía sau helicaza, ngăn không cho chúng chập hoặc xoắn trở lại vào nhau 

5. Trên mạch khuôn 5' — 3', enzym primaza duy nhất tổng hợp một đoạn mồi. 
ADN ~ polymeraza III (pol HI) lắp các nucleotit vào đầu 3' - OH (đầu deoxyriboza) 
của mồi theo cơ chế bổ sung. Mạch khuôn 5' — 3' gọi là mạch khuôn trước hay mạch 
khuôn dẫn đầu, còn mạch con mới được tổng hợp (theo hướng Š'—> 3') gọi là mạch trước 
hay mạch dẫn đầu (leading strand) 

6. Ở mạch khuôn còn lại chiều 3'—>5' là chiều từ chạc ra ngoài. Bắt đầu từ chạc 
primaza phải tổng hợp nhiều mồi (primer). Đó là các đoạn ARN chứa khoảng 5 - J0 
nucleotit. Các nucleotit gắn vào đầu 3' — OH của mồi tạo các đoạn ADN ngắn 1000 — 
2000 nueleotit gọi là các đoạn Okazaki. Pol III nối dài đoạn Okazaki đến khi gặp mồi 
phía trước thì dừng lại. 

7. ADN - polymecraza I (Pol I) có hoạt tính 5` — exonucleaza sẽ cất bỏ mồi ARN 
đồng thời sao chép bổ sung các đoạn Okazaki đứng sau. 

§, Các đoạn Okazaki hở hai đầu sẽ nối lại với nhau nhờ enzym ligaza. Mạch con 
được tổng hợp chậm hơn (trên mạch khuôn 3' — 5') theo hướng từ chạc ra ngoài được 
gọi là mạch muộn (lagging strand) hay mạch sau. 

Một đơn vị di truyền có khả năng sao chép từ đầu đến cuối gọi là một đơn vị sao 
chép hay replicon. Õ prokaryote thường chỉ có một điểm khởi đầu ør¿ nên chỉ có một 
replicon. Chỉ cần lắp sai một vài nucleotit cũng có thể dẫn đến đột biến. Do vậy, đòi hỏi 
quá trình sao chép phải diễn ra thật chính xác. Điều này có được là nhờ cơ chế sửa sai : 

— Chỉ sao chép theo hướng Š' —> 3'. 

- Các enzym Pol I và Pol III vừa làm nhiệm vụ gắn các nucleotit vào mạch vừa có 
chức năng exonucleaza 5` —> 3' và 3' —> 5'. Trên đường di chuyển để polyme hoá nếu có 
nucleotit lắp sai thì các enzym này sẽ lập tức lùi lại để cắt bỏ theo hướng 3 —> 5' (hoạt 
tính exonucleaza 3' —> $`). 

4.1.2. Phiên mã (transcription) 

Phiên mã là quá trình chuyển thông tỉn di truyền từ ADN sang ARN và là bước khởi 
đầu của tổng hợp protein. ARN được tổng hợp nhờ enzym ARN - polymeraza, bao gồm 
ARN riboxom, ARN vận chuyển và ARN thông tin. Nguyên tắc của phiên mã là : 

- Chỉ dùng một mạch ADN và thậm chí dùng từng đoạn ADN làm khuôn. 

~ ARN - polymeraza không cần mồi mà bám được trực tiếp vào ADN, tách mạch và 
di chuyển theo hướng 3'->5' của sợi khuôn để ARN được tổng hợp theo hướng 5'—> 3'. 

— ARN - polymeraza không có hoạt tính nucleaza. Quá trình phiên mã ở prokaryote 
và eukaryote không giống nhau. 
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4.1.2.1. Phiên mã ở probaryote 

Đặc điểm phiên mã ở prokaryote là chỉ cần một loại ARN - Polymeraza để tổng 
hợp tất cả các loại ARN và mARN thuộc loại chứa nhiều gen (polycIstronic) tức là phân 
tử mARN mã cho nhiều polypeptit. Hãy lấy E. coi làm ví dụ. Quá trình phiên mã diễn 
ra theo các bước sau (hình 4.2) : 

1. Nhờ yếu tố ô (xích ma) chỉ điểm, ARN ~ polymeraza bám vào vị trí đặc biệt nằm 
trên ADN khuôn. Đây là điểm bắt đầu phiên mã nên gọi là đoạn khởi đầu (promoter 
sequence). Promoter không những xác định vị trí bắt đầu phiên mã mà còn xác định 
Xem mạch nào trong hai mạch sẽ được dùng làm khuôn. 

2. Khi ADN tách đôi, ARN — polymeraza di chuyển theo hướng 3'—> 5' dọc theo sợi 
khuôn để tổng hợp mARN bổ sung theo hướng Š~—> 3' tiền chất của ARN là các 
ribonucleosit ATP, GTP, UTP và CTP. Nucleosit đầu tiên thường là ATTP hoặc GTP. Sau 
khoảng 12 nucleotit yếu tố sẽ tách khỏi phức hợp. 

3. Quá trình phiên mã tiếp tục cho đến khi polymeraza gập dấu hiệu kết thúc 
(termination signal). Đó là một đoạn nucleotit trên ADN khuôn. Phiên mã kết thúc, 
mARN tách khỏi ADN. 











Khởi đầu ¬ 
Vùng promoter Kết thúc 
_ ? 3 
s 1gen————— ® 





Hình 4.2. Phiên mã. Các bước tổng hợp mARN. Ú=>x ly 
Các vị trí khởi đầu và kết thúc là các đoạn °——=——— 


nucleotit chuyên biệt trên ADN. Yếu tố ö giúp ARN # 8 5 
polymeraza nhận diện promoter và vị trí khởi đầu z | : 
phiên mã, ARN polymeraza chuyển động xuôi 5 3 





theo sợi ADN và chuyển động đến đâu thì tách  —=.. 
chuỗi ADN xoắn kép đến đấy để tiến hành phiên ø 
mã một trong hai mạch ADN khi tới điểm kết thúc ' : 


thì dừng tổng hợp, mARN và ARN polymeraza sẽ 
cùng tách ra khỏi ADN 


(Brock T.D sat al. Biology of Microorganisms, ợ” 
ed., Prentice Hall, 2000) 





4.1.2.2. Phiên mã ở eubqaryote 

Có sự khác nhau cơ bản giữa phiên mã ở prokaryote và eukaryote. 

I.Ở cukaryote có 3 loại ARN — polymeraza : Pol I có trong hạch nhân (nucleous) 
dùng để tổng hợp rARN lớn, Pol Iï có trong dịch nhân để tổng hợp mARN, Pol II cũng 
có trong dịch nhân dùng để tổng hợp tARN và các ARN nhỏ khác. 
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2. mARN ở prokaryote có trình tự nucleotit tương ứng hoàn toàn với trình tự 
nucleotit của ADN khuôn, còn ở eukaryote trình tự này bị biến đổi đi sau khi phiên mã. 
Ở eukaryote mARN chứa thông tin l gen (monocistronic mRNA) chỉ đọc mã cho I 
chuỗi polypeptit. 

3. Khác với prokaryote, genom của eukaryote có tính gián đoạn. Có đoạn không 
mang thông tin, tức không mã cho một peptit-nào (gọi là ¿zrøn) nằm xen kẽ với các 
đoạn mang thông tin (gọi là exøn). 

4. Đầu 5' của mARN có gắn "mũ" (tiếng Anh là cap) là 7 — metyl guanin (tức 
guanin được metyl hoá ở vị trí C7). Mũ làm nhiệm vụ giúp cho riboxom nhận biết 
mARN trong dịch mã. Còn cuối đầu 3' gắn 100 — 200 bazơ adenin, được gọi là "đuôi" 
polyadenin hay gọi tắt là poly A. Đuôi có tác dụng vận chuyển mARN ra tế bào chất. 
Nhờ có đuôi, mARN có thể tách khỏi tARN và rARN. Khi ARN - polymeraza vượt 
khỏi vị trí gắn đuôi polyA thì phiên mã sẽ dừng lại. 

5. Bản phiên mã đầu tiên gọi là tiền mARN có chứa cả intron và exon. Dạng này 
không sử dụng được ngay mà phải qua chế biến, tức là loại bỏ intron cát rồi nối lại 
(splicing) để ghép các exon lại với nhau tạo mARN (hình 4.3). 





Màng nhân 


Codon kết thúc 


Promoter exon1+ intron1 exon2 intron2 exon3 
Mạch ADN ... k4 
mã hoá k6 ..° 
















Phiên mã : 
Đoạn đầu không phiên mã tạo chóp đầu 5 Đoạn3' 
(đoạn 5'không mã hoá) không mã hoá 
codon 
@xon1  intron1 exon2 intron2 exon3 kết thúc 
R) 






a) mARN 6S -Đ}>-Œ}>-ŒH _] Ñ\\WWW 
- _ 





| §? 4 
Cắt duôi thêm Poly A Chỗ thậm Foly A l; 


Ỉ Ỳ | intron2 
Cod 
vẽ hp, 4 \ dược - SỰ^ 


+ 
inron+ ÑYYYY Các phức hợp ribonucleoprotein 
inron2 Ñyy 
P 





Vùng mã hoá protein Codon 
kết thúc 


TT ẶằẶ--ằTằằ-ằằẶằằ 
@xon1 @exon2 @xon3 
c)mARN Ss @®-Œ}-Œ)[Wa‹e Nho nã ho p:oieïn | L__—_ | AAAAAA 
là 5 3 


Irưỡng thành Lỗ nhân 








Vận chuyển từ nhân ra tự Codon 
tê bào chất kết thúc 
s ®>-®-ŒœH_] [T -TIR-A^^^^^^ 
bủ 5 3 


Hình 4.3. Phiên mã gián đoạn ở eukaryote. 
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Diễn biến của quá trình được tóm tắt theo 3 bước : 


1. Gắn mũ. Khi mARN được tổng hợp có độ dài 20 — 30 nucleotit thì ở đầu 5'P (đầu 
photphat) tiến hành gắn mũ 7 — metyl guanin tạo liên kết 5'P - $'P. Đây là bản phiên 
mã đầu tiên tức là tiền mARN, chứa cả exon và intron. 

2. Thêm đuôi poly A. Tại phía 3' - OH một đoạn ngắn không mã hoá bị cắt đi 
để gắn 200 — 300 adenin thành đuôi poly A. 


3. Cất nốt (splicing). Quá trình cắt bỏ intron rồi nối các exon lại với nhau xảy ra 
trong nhân được xúc tác bởi các phức hợp bao gồm protein liên kết với ARN kích thước 
nhỏ gọi là phức hợp ribonucleoprotein (saRNP - small nuclear ribonucleoprotein). 
mARN trưởng thành được vận chuyển qua siêu lỗ trên màng nhân vào tế bào chất để 
tiến hành dịch mã. 

4.1.3. Dịch mã (transldtion) 

Quá trình chuyển thông tin từ mARN (tức trình tự nucleotit) sang trình tự axit amin 
tạo chuỗi polypeptit gọi là dịch mã. Tham gia vào quá trình này gồm riboxom, mARN 
và LARN. 

— Riboxom có cấu tạo từ protein và rARN. Riboxom của vi khuẩn thuộc loại 70S 
gồm 2 tiểu đơn vị 50S và 30S, còn riboxom ở eukaryote thuộc loại §0S gồm 2 tiểu đơn 
vị 605 và 40S. Trong riboxom có 2 vị trí gắn. Vị trí A dành cho aminoacyl — t!ARN và vị 
trí P dành cho peptidyl ~ tARN. 


~ tARN ngắn hơn nhiều so với mARN. Chúng chỉ gồm 70 — 90 nuclcotit có đạng 
chiếc lá chẻ ba với 1 cuống và 3 thuỳ. Đó là do có sự bắt cặp trong phân tử. Đầu 3' luôn 
là CCA. Axit amin luôn gắn vào đầu CCA này. 

+ Thuỳ ở giữa gọi là AC (anticodon), ứng với codon ở mARN. Codon và anticodon 
là bộ ba nucleotit bổ sung nhau. / 

+ Mỗi tARN đặc hiệu cho 1 axit amin. Để tổng hợp protein, trước hết axit amin 
phải được cung cấp năng lượng tức là được hoạt hoá nhờ A'TP rồi gắn vào tARN để đưa 
đến riboxom. 

axIt amin + ATP —> aa ~ AMP + PP 
aa ~ AMP + tARN -> aa ~ LARN + AMP 


Vì mARN ở prokaryote không gắn mũ và đuôi, không phải chế biến do đó ngay khi 
còn đang phiên mã trên khuôn ADN, các riboxom đã gắn lần lượt vào đầu 5' để tiến 
hành tổng hợp protein. Quá trình dịch mã bao gồm 3 bước : zwở đầu (initiation), kéo đài 
(clongation) và kế? £úc (termination). 

1. Mở đầu. Tham gia vào dịch mã còn phải kể đến các yếu tố mở đầu (IF - initiation 
factor). Ở vi khuẩn là 3 yếu tố mở đầu IF - 1, IF - 2 và IF — 3, ở eukaryote có 10 yếu tố 
c]F (eukaryotic TF) là eÏF — I, elF — 2, eIF - 3... 
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Ta hãy xem xét quá trình này ở E. Coii : 


+ Bộ ba mở đầu dịch mã ở mARN bao giờ cũng là AUG mã cho metionin. Như vậy, 
E.col có hai tARN : tARN gắn metionin mở đầu chuỗi (kí hiệu là ARNƒ") và tARN 
gắn metionin ở giữa phân tử protein (kí hiệu là ARNR'), Metionin còn gắn thêm axit 
formic ở phía đầu amin để trở thành N ~ formyl — metionin (kí hiệu là fMet, (ở tế bào 
cukaryote, metionin không cần formyl hoá). 


+ Trước hết yếu tố mở đầu IF - 3 gắn trước vào tiểu phần 30S (ngăn không cho tiểu 
phần 50S gắn tuỳ tiện mà để mARN gắn vào tiểu phần 30S trước). 


+ Tiếp theo là tARN mở đầu (tức fMet — ARN trong đạng phức hợp fMet -— 
ARNP — IF- 2 - GTP) được chuyển chính xác vào vị trí P (P = peptidyl) ở 305 sau 
đó IF - 3 tách ra. 


+_Ở eukaryote mARN có mũ giúp cho phân tử này gắn vào riboxom. Ở prokaryote 
mARN không có mũ nhưng ngay trước codon khởi đầu có 3 — 9 nucleotit gọi là đoạn 
Shine — Dalgarno. Đoạn này bắt cặp với đoạn tương hợp ở đầu 3` của rARN I6S tạo 
phức hợp riboxom — ARN giúp mARN gắn vào riboxom. 


+ Nhờ có sự bất cập kể trên mà riboxom prokaryote sử dụng được mARN đa gen 
(polycistronic) bởi vì riboxom có thể tìm thấy mỗi vị trí khởi đầu trong mnARN. 


+ Riboxom của eukaryote nhận diện mARN nhờ mũ ở đầu Š' và sự khởi đầu địch 
mã chỉ xảy ra ở codon khởi đầu. Do vậy chúng không thể dịch mã mARN đa gen. 


+ Hai tiểu phần 50S và 30S kết hợp với nhau tạo riboxom 70S. IF — 2 thuỷ phân 
GTP giải phóng năng lượng để đẩy IF -— 1 và IF - 2 ra ngoài. Vai trò của IF ~ 1 còn 
chưa rõ nhưng nó làm nhiệm vụ hỗ trợ cho hoạt động của IF — 2 tạo phức hợp mở đầu 
gồm 70S ~ mARN ~ fMet - ARN,Yt, 


2. Kéo dài. Là sự gắn tiếp các axit amin vào chuỗi. Ổ đây cần sự tham gia của các 


yếu tố kéo dài EF (elongation factor). Bảng 4.1 chỉ rõ chức năng của các yếu tố kéo đài 
ở cả prokaryote và cukaryote. 


Bảng 4.1. MỘT SỐ YẾU TỐ KÉO DÀI CỦA QUÁ TRÌNH DỊCH MÃ 


Eukaryote Chức năng 








EF - Tu EF - 1œ Gắn aminoaxyl - tARN vào vị trí A của riboxom 
EF ~Ts EF ~ 187 Phục hồi EF - Tu và EF ~ 1u 
EF-G | EF —2 Tham gia vào chuyển chỗ của aminoaxil - tARN 





+ Từ axit amin thứ hai trở đi, sự gắn aminoaxil — tARN vào riboxom cần sự kích 
thích của Tu và GTP trong phức hợp aa; — tARN —- Tu —- GTP. 
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+ Axit amin thứ hai trong phức hợp aa; — tARN - Tu - GTP gắn vào vị trí A (Á = 
aminoaxyl), bắt cặp với codon tương ứng. Yếu tố Tu thuỷ phân GDP thu năng lượng và 
đấy Tu ~ GDP ra khỏi riboxom. EF — Tu sẽ được phục hồi nhờ EF — Ts. 


+ Tạo thành liên kết peptit để nối giữa 2 axit amin nhờ enzym peptidyl transferaza 
xúc tác. 


+ Riboxom chuyển địch 1 codon theo hướng 5' -> 3' của mARN, sao cho fMet — 
aa; — tARN từ vị trí A chuyển sang vị trí P và đẩy tARN đầu tiên (ARN.T) tự đo ra 
ngoài. Yếu tố G thuỷ phân GTP thu năng lượng dùng cho việc chuyển dịch và đẩy EF — 
G ra ngoài, 


+ Axit amin thứ 3 (aa — tARN — Tu ~ GDP) lại được đến vị trí A. Tiến hành bắt cặp 
giữa anticodon và codon. Lại tạo liên kết peptit gắn với 2 axit amin trước. Quá trình lặp 
lại cho đến kết thúc. 


3. Kết thúc. Quá trình dịch mã kết thúc khi riboxom gập một trong ba codon kết 
thúc hay codon vô nghĩa là UAA, UAG và UGA. Các bộ ba này không có anticodon 
tương ứng mà thay vào đó là các yếu tố phóng thích RF (release factor). Các yếu tố này 
nhận biết bộ ba vô nghĩa để giải phóng polypeptit khỏi riboxom. Ở vi khuẩn có 3 yếu tố 
phóng thích. Đó là RF - I (đặc trưng cho 2 codon UAA và UAG), RF - 2 (đặc trưng 
cho 2 codon UAA và UGA) và RE — 3 kích thích cho cả 2 yếu tố kia. lộ cukaryote chỉ 
có một yếu tố phóng thích là eRF (eukaryotic RF). Cuối quá trình dịch mã riboxom lại 
tách ra làm 2 tiểu đơn vị 30S và 50S. 

Chuỗi polypeptit thoát ra ngoài nhờ các yếu tố kể trên. Trong thực tế nhiều riboxom 
liên kết cạnh nhau gọi là polyxom cùng tham gia dịch mã. Có thể ví riboxom như là đầu 
máy video. Đâu máy cho ra bất kỳ hình ảnh nào tuỳ thuộc vào băng. Riboxom cũng cho 
ra bất kỳ protein nào tuỳ thuộc vào mARN (hình 4.4). 
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Đoạn Shine - Dalgarno 



























a) mARN 
5 3 
Tiểu phần 30S 
IMet 
LÍ — tARN đầu tiên 
b) UAC 
Đ° UG-Í |¿sG kh 
Tiểu phần 50S 
Psite Asitle 
š ) 
g Z— | [^^ _ 
Tiểu phần 30S 
Tạo liên kết 
peptit giữa 
hai axit ami 
Aminoacyl tARN 
9) 
8 3 
Chuỗi peplit 


đang tổng hợp 


Đ) TÃ| 






Vị trí 
trống dành 
cho aminoacyl 









/ - tARN 
tiếp theo 

Tách 

tARN 


Hình 4.4. Các bước tổng hợp protein ở prokaryote. 
a) Gắn tiểu phần 30S vào mARN, đưa codon AUG vào vị trí P. 
Đoạn Shine Dalgarno (5' - GGAGG - 3) bắt cặp với rARN 16S (3' - CCUCC ~ 5'). 
b) tARNMet vào vị trí P gắn với codon AUG 


c) Tiểu phần 50S gắn với 30S tạo riboxom 70S 


đ) tARN mang axit amin thứ 2 vào vị trí A bắt cặp với codon thứ 2. Ở đây cần 3 yếu tố mở đầu (IF) 
và sự thuỷ phân GTP để thu năng lượng. 


©) Peptidyl transferaza tạo liên kết peptit giữa hai axit amin. tARN đầu tiên ra khỏi vị trí 
P nhường chỗ cho tARN thứ 2. Vị trí A tự do dành cho tARN mang axit amin tiếp theo. 


5-Vi rút học 
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4.9. DI TRUYỀN VIRUT 


Như mọi cơ thể sống, virut cũng có hai tính chất cơ bản là di truyền và biến dị. Tuy 
nhiên, virut có những thuộc tính riêng làm cho di truyền virut mang sắc thái riêng. 

— Virut có kích thước quần thể lớn. Một khi số lượng cá thể càng lớn thì xác suất 
đột biến càng tăng và sự chọn lọc tự nhiên để phù hợp với điều kiện môi trường thay đối 
SẼ càng cao. 

— Sự thay đối quần thể nhanh. Không những rất thuận lợi để nghiên cứu sự biến dị 
của virut trong phòng thí nghiệm mà cồn quan sát được sự tiến hoá của chúng trong 
tự nhiên. 

— Đặc điểm đơn hội và sự sinh sản vô tính của virut quyết định : 

+ Cấu trúc đi truyền của quần thể. 

+ Khêng có khả năng lưu trữ các nguồn dự trữ biến đị được tạo thành do lưỡng bội. 

+ Dễ bị đột biến do chọn lọc tự nhiên. 

+ Giảm hiệu quả tác động của chọn lọc tự nhiên đối với các đột biến trung tính 
(neutral mutation). 

+ Có khả năng cải biến đi truyền của quần thể bằng cách thay thế đồng này bằng 
đòng khác. 

— Virut luôn được lưu truyền qua các vụ dịch. Sự liên tục xâm nhập vào tế bào mẫn 
cảm mới là điều kiện bất buộc để virut có thể tồn tại lâu dài trong tự nhiên. 

- Kích thước genom nhỏ và không có gen lặp lại. Để nhân lên, genom virut phải ở 
trạng thái nguyên vẹn, nghĩa là có chứa đầy đủ các gen. Sự thay đổi dù không lớn trong 
gen cũng có thể gây tổn thương hoặc gây chết virut. 

4.2.1. Genom của virut 

Như đã trình bày ở chương 1, virut chỉ chứa một loại axit nucleic (ARN hoặc ADN) 
mà không bao giờ có cả hai. Genom của virut có thể chỉ bao gồm một phân tử hoặc có 
thể chứa nhiều phân tử (genom phân đoạn). 

4.2.1.1. Genom virrut ADN khép không phán đoạn. Có khả năng gây 
nhiễm. trừ đại diện của các chỉ #oxyiws và Ïfebaduayirus mang genom gồm hai sợi ADN 
có chiều dài khác nhau. 

4.2.1.2. Genom 0irut ARN 

Hầu hết là ARN mạch đơn (trừ reo và rerro) và có thể phân đoạn (gồm đải diện các 
chỉ Reirovirus, Orthomyxovirus, Arenaviws và Reavirus) hoặc không phân đoạn. 

~ Phân tử ARN (+) có khả năng gây nhiễm (trừ virut rerro). 

~ Phân tử ARN (—) không có khả năng gây nhiễm, muốn gây nhiễm phải chuyển 
thành ARN (+). 

4.2.2, Đột biến 

Như mọi cơ thể sống khác, virut cũng rất dễ bị thay đối cấu trúc của genom để thích 
nghi với điều kiện môi trường mới. Thực chất của đột biến là sự sắp xếp lại các gen 
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hoặc tăng giảm số lượng gen hoặc được thay thế bằng các đoạn gen khác. Các đột biến 
này bao gồm : 

1. Mất doạn (delecon). Hiện tượng thay đổi genom do mất đi một phần vật liệu 
đi truyền (có thể mất đi một nucleotit hoặc một đoạn axit nucleic mạch đơn hoặc 
mạch kép). : 

2. Đảo doạn (nversion). Quá trình thay đổi hướng của một đoạn genom so với 
quy định. 

3. Lặp đoạn (dupHcaton). Một đoạn gen được lặp lại thành nai hay nhiều bản sao. 

4. Genom của virut có thể cài xen vào genom của tế bào và khi nhân lên có thể 
mang theo một phần gen của tế bào. 

5. Virut có thể làm tăng quỹ gen của mình bằng cách thu nạp các gen từ quần thể 
virut khác. 

6. Ở virut đột biến cũng chia ra là đột biến ngẫu nhiên (spontaneous) và đột biến 
cảm ứng (inđuccd) : 

— Đột biến ngấu nhiên xảy ra dưới tác động của nhiều yếu tố môi trường gây đột 
biến tự nhiên, thường xuất hiện với tần số 1/10 Ê. 

— Đột biến cảm ứng xảy ra trong phòng thí nghiệm dưới tác động của các tác nhân 
hoá học và vật lý (ví dụ chiếu tia UV). 

7. Đột biến lại chia ra thành đột biến làm thay đổi genotyp và đột biến làm thay 
đổi phenotyp. Đột biến dựa theo sự thay đổi phenotyp bao gồm 4 nhóm : 

— Đội biển không biểu hiện phenotyp. Loại này không làm thay đổi tính chất của 
viưrut và chỉ được phát hiện nhờ các phân tích đặc biệt. 

~ Đột biển làm mất hoàn toàn khả năng tổng hợp protein hoặc làm mất chức năng 
của các protein quan trọng cần cho quá trình nhân lên. Đây là đột biến gây chết (lethal 
mutation). Ví dụ xuất hiện các codon vô nghĩa (phá huy tổng hợp protein) hoặc do thêm 
đoạn hay mất đoạn (phá huỷ sâu sắc mật mã di truyền). 

— Đột biến gây chết có điều kiện (condiHional Iethal nadation). Là đột biến làm mất 
khả năng tổng hợp protein hoặc mất chức năng của protein nhưng chỉ xảy ra trong các 
điều kiện nhất định. 

— Đội biển biểu hiện phenoryp ví dụ đột biến làm thay đổi kích thước của vệt tan 
hoặc thay đối tính chíu nhiệt. Dựa theo sự biến đổi genotyp lại phân ra là đột biến điểm 
(xảy ra cục bộ với các gcn riêng biệt) và đột biến gen (động chạm đến các đoạn lớn 
của gen). 

+ Đột biến điểm. Dạng đột biến này có thể tiến hành trong phòng thí nghiệm. Trong 
tự nhiên đột biến điểm cũng thường xảy ra, ví dụ đột biến điểm ở các gen mã cho KN 
bề mặt hemaplutinin và neuraminidaza. Ở virut cúm gây nên hiện tượng ¿hay đổi KN 
(antigcnic drift). Cấu trúc KN bề mặt thay đổi làm cho vacxin chống cúm dựa trên KN 
Virut cúm từ vụ dịch trước mãt tác dụng với virut cúm ở vụ dịch sau. 

— Đột biến gây chết có điều kiện. Một trong những protein của virut bị mất chức 
nàng hoặc chỉ được tổng hợp trong những điều kiện nhất định : 
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+ Đột biển gây hư hỏng một gen riêng biệt ví dụ thể đột biến mẫn cảm nhiệt độ 
(ts —) hoặc đột biến lạnh. Chúng không có khả năng nhân lên ở đải nhiệt độ 37 — 41C. 
Ở chừng mực nhất định chúng bị giảm độc lực gây bệnh cho người và chúng có cấu trúc 
KN như cấu trúc KN của chủng "dại". Các chủng đột biến này thường được dùng để sản 
Xuất vacxin. 

+ Đột biến làm thay đổi geHom của tế bào chủ do thay thế một codon mã cho một 
axit amin bằng một codon kết thúc. Loại này thường thấy ở thể thực khuẩn. Các thể 
thực khuẩn như thế chỉ có thể nhân lên trong các vi khuẩn đã đột biến có cấu trúc tARN 
thay đổi nhận mặt được codon kết thúc như là một bộ ba mã cho một axit amin dẫn đến 
xuất hiện một axit amin mới và đôi khi đẫn đến sự tạo thành một protein mang chức 
năng mới. 

+ Thể đột biến tạo thành vết tan được đặc trưng bởi sự thay đối kích thước, hình 
thái vệt tan ở tế bào nuôi cấy một lớp. Loại này thường là đột biến gen đánh dấu 
(marker gene) mã cho protein capsit, giúp cho virut hấp phụ và xâm nhập vào tế bào dễ 
đàng hơn. Kích thước vết tan ở thể đột biến có thể dao động từ 1/10mm đến vài cm. Các 
virut này nhân lên nhanh chóng, tạo thành vết tan sớm và thường có độ độc cao. 

+ Đột biển có phổ gây nhiễm rộng giúp cho virut có khả năng nhân lên trong các tế 
bào không mẫn cảm với các chủng virut "đại". Cơ sở của đột biến này là thay đổi cấu 
trúc protein bể mật (receptor) làm nhiệm vụ hấp phụ, đồng thời xảy ra sự biến đổi gen 
gây ra bởi mối tương tác giữa quá trình phân chía tế bào và sự biểu hiện gen của virut. 

+ Đội biến gây tình trạng kháng thuốc thường liên quan đến sự thay đổi cấu trúc 
enzym là đích tác dụng của các chế phẩm thuốc chống virut. Ví dụ, việc mất khả năng 
liên kết giữa enzym với thuốc sẽ cho phép virut có khả năng nhân lên được cả khi có 
mặt của thuốc (xem phần kháng thuốc chương 8). 

+ Đột biển thiếu lụt enzym làm mất hoàn toàn enzym hoặc thay đổi cấu trúc 
enzym. Tuỳ thuộc vào mức độ biến đổi và vai trò của enzym trong quá trình nhân lên 
mà có thể là đột biến gây chết hoặc đột biến gây chết có điều kiện. 

+ Đội biến chịu nhiệt giúp virut có khả năng nhân lên ở 41°C và chúng thường là 
các chủng gây độc. 

4.2.3. Môi tương tác di truyền giữa các virut 

Khi một số virut giống nhau hoặc gần giống nhau về mặt đi truyền cùng xâm nhiễm 
vào một tế bào thì genom của chúng có thể phối hợp hoặc giao hoán với nhau. Sự tương 
tác di truyền giữa các virut có thể diễn ra dưới nhiều hình thức. 

4.2.3.1. Tương tác phối hợp 

4.3.3.1.1. Tái tổ hợp uà sự sắp xếp lại gen giữa các genom phân đoạn dẫn đến 
sự xắp xếp lại vật liệu di truyền ở thế hệ virut con. Hiện tượng này có thể bất gặp ở tất 
cả các virut ADN, tất cả các virut ARN có genom phân đoạn và ở một số ít virut có 
genom không phân đoạn (ví dụ polo và ap¡Ø). 
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— Vừwt ADN. Mức độ tái tổ hợp của các genom ở virut ADN mạch đôi tỷ lệ thuận 
với kích thước của chúng. Virut polio có tần số tái tổ hợp thấp là do ADN của chúng có 
cấu trúc vòng. Ở virut ADN có thể thấy tái tổ hợp không liên tục. Khi tương tác giữa hai 
genom bình thường sẽ tạo thành genom bình thường ở thế hệ con đồng thời khi tương 
tác với genom khuyết tật cũng có thể tạo thành genom bình thường (hình 4.5A). 







Genom †1 (khuyến tật ở A) 


Genom 2 (khuyến tật ở D) 


Tái tổ hợp 


Genom 1 của bố mẹ (khuyến tật ở A) 


Genom 2 của bố mẹ (khuyến tật ở D) 


Genom 1 của bố mẹ (khuyến tật ở A) 


Genom 2 của bố mẹ (khuyến tật ở D) 


Genom 1 của bố mẹ (khuyến tật ở A) 
_—~ 


+ (2S, 


ˆ54 C .4// „ 






Genom bình thường của quần thể virut mới 





W9j921322E*<¿ Genom 2 của bố mẹ (khuyến tật ở D) 


Hình 4.5. Tái tổ hợp ở virut ADN (A) và ở virut ARN (B) 


— Virui ARN. Khi sao mạch ARN (—) từ mạch khuôn ARN (+), polymeraza có thể 
"nhảy" từ mạch ARN này sang mạch ARN khác tạo thành khuôn lai (hình 4.5B). Ví dụ 
genom virut HIV gồm hai mạch ARN khi tổng hợp mạch cADN từ mạch ARN (+), 
enzym phiên mã ngược có thể "nhảy" từ mạch này sang mạch khác. Nếu cả hai mạch 
đều tương đồng thì hiện tượng trên không dẫn lến hậu quả gì. Nhưng nếu hai virut cùng 
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đột biến (ví dụ đều mang gcnom khuyết tật) thì thể tái tổ hợp sẽ tạo thành quần thể 


mang genom khác với bố mẹ. 


— Genom của virut polio và aptơ 
(ở mồm long móng) là sợi đơn có 
kích thước nhỏ nên có khả năng tái 
tổ hợp thấp. 

— Khi nhiễm phối hợp (đồng 
nhiễm), sự sắp xếp lại các gen phân 
đoạn ở cả virut sợi đơn và sợi đôi 
đều ở mức độ cao. 


4.2.3.12. Sự trao đổi các 
đoạn của genom phân đoạn 
Xảy ra khi có sự trao đổi giữa các 
đoạn lớn của genom phân đoạn ở 
virut ARN. Ví dụ khi nhiễm phối 
hợp vào tế bào hai chủng virut cúm 
có các đoạn genom đã thay đổi, 
quần thể virut con được tạo thành sẽ 
có genom mới do nhận được từ cả 
hai loại virut “mẹ”. Kết quả là các 
KN bể mặt hemaglutinin và 
neuraminidaza thay đổi khác với ở 
chủng "bố mẹ". Hiện tượng này 
được gọi là chuyển dịch KN 
(antigenic shift) (hình 4.6). 


4.2.3.13. Tương tác bổ trợ 
(complementing nmiereacHon) : 
Hai virut đều có genom bị khuyết tật 
nên bản thân chúng không có khả 
năng nhân lên trong tế bào nhưng 
khi nhiễm phối hợp chúng có thể 
tương tác để hỗ trợ lần nhau cùng 
nhân lên rồi sau đó có thể truyền 
ngang. Sau đây là một ví dụ : 

Hai virut khuyết tật cùng nhiễm 
vào một tế bào, một virut mất gen 
tổng hợp polymeraza và một virut 
mất gen mã cho glycoprotein bể 
mặt. Sự tương tác bổ trợ giữa hai 
genom giúp cho virut có thể nhân 
lên một cách bình thường (hình 4.7). 
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Virut- 
gây nhiễm 
Virut † Ụ Virut 2 
Tế bào 
bị nhiềm 
A B 
Quần thể NA WWN, 
virut mới ANNWWNW WWWA 
C D 


Virut binh thường 


Virut khuyến! tật 


Hình 4.6. Các kiểu trao đổi genom phân đoạn ở 
virut ADN. 
(Theo Virella G. Microbiology & Infectious diseases, 
3rd ed., Williams & Wilkins, 1997} 


Virul_ 
gây nhiệm 





Virut 2 





Tế bào 
bị nhiễm 


Quần thể 
virut mới 


Hình 4.7. Sự bổ sung cho nhau giữa các virut khuyết tật. Hai 
virut khuyết tật : một loại thiếu gen POL mã hoá cho 
polymeraza, một loại thiếu gen ENV mã hoá cho gai 
glycoprotein bề mặt cùng nhiễm vào một tế bào. Sự trao đổi 
gen dẫn tới hình thành quần thể virut mới nhưng các virut vẫn 
giữ genom khuyết tật ban đầu. 


(Theo Varilla G., Microbiology and infectious disease, 3 rd ed. 
Williams & Wiikins, 1997). 


x xẤn 


4.2.3.1.4. Pha trộn phenotyp (phenotypic mixing) uà che dấu phenotyp 
(phenotyp mashing) là dạng thứ ba của tương tác di truyền. 

Khi hai loại virut nhiễm vào tế bào, một loại là virut khuyết tật mất một hoặc vài 
gen cần cho quá trình nhân lên, một loại là virut bình thường có quan hệ rất gần về mặt 
đi truyền, penom khuyết tật có thể chui vào vỏ capsit do virut bình thường tạo thành. 
Bằng cách này trong tự nhiên virut rero khuyết tật (ví dụ có mang gen ung thư) có thể 
truyền ngang và tạo thành ung thư. 

Cần lưu ý rằng chỉ gọi là đi truyền khi có mối tương tác giữa các genom, bởi vì các 
tính trạng thu được thường không được củng cố ở thế hệ sau mà các đặc điểm huyết 
thanh học của một trong các chủng "bố mẹ” phải có ở thế hệ con. 

— Sự pha trộn phenotyp được phát hiện thấy trong trường hợp nhiễm hỗn hợp hai 
loại virut có quan hệ gần gũi vào cùng một tế bào (ví dụ polo và coxsackie chỉ khác nhau 
ở typ huyết thanh) sẽ tạo ra virion có vỏ capsit pha trộn do hai genom virut mã hoá. 

— Sự tạo thành typ giả (pseudotype) cũng xây ra khi nhiễm hỗn hợp. Đây là hiện 
tượng genom của một virut nằm trong vỏ của một virut khác có quan hệ họ hàng. dẫn 
đến sự tạo thành typ giả. Hiện (ượng này gọi là nguy trang phenotyp tức là gemon được 
khoác áo nguy trang của phenotyp khác. Khi nhiễm hỗn hợp hai typ giả giống nhau vào 
cùng một tế bào thì quá trình có thể được phát triển theo chiều hướng ngược lại. Ví dụ 
genom của virut typ 2 được gói trong capsit của virut typ ! thì quần thể các virut con sẽ 
mang cả capsit và genom của virut typ 2, bởi vì mọi thành phần của virut đều do genom 
typ 2 mã hoá (hình 4.8). 






Virut 1 Virut 2 


c£œœCœœ%x%xq 


Tế bào 
bị nhiễm 







Axit nucleic typ 1 Axit nucleic typ 2 
xưWWW22+ 





Quần thể 
virut mới 


Typ giả Phenotyp 
(nguy trang phenotyp) pha trộn 


Hình 4.8. Nguyên lý tạo thành typ giả (nguy trang phenotyp và pha trộn phenotyp) ổ virut, 
(Theo Virella G. Microbiology & Infactious diseases, 3rd ed., Wiliams & Wilkins, 1997) 


4.2.3.2. Tương tác can thiệp (interfering imtereaction) : Khi tìm hiểu về interferon 
(chương 8) chúng ta đề cập đến hiện tượng can thiệp (interference), theo đó virut 
thường không có khả năng nhiễm lần hai vào tế hào trước đó đã bị nhiễm virut. 
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4.2.3.2.1. Can thiệp bhác nguồn (heterologicdal interference) : Trong phạm vì 
một tế bào khi virut thứ nhất đã nhiễm thì ngăn cản sự xâm nhiễm của virut thứ hai. 
Nguyên nhân là do : 

— Thụ thể của tế bào bị phong bế hoặc bị phá huý sau khi nhiễm virut thứ nhất làm 
cho virut thứ hai không thể hấp phụ được lên tế bào. 

— Quá trình phiên mã mARN của virut thứ hai bị ức chế trong tế bào đã bị nhiễm 
virut thứ nhất. 


4.2.3.2.2. Can thiệp cùng nguồn (tương đông) (homologicdl interferenee) : 
Virut chứa genom khuyết tật tự nó không có khả năng nhân lên nhưng sau khi nhiễm 
chung với virut bình thường chúng lại có khả năng nhân lên bình thường. Trong trường 
hợp này virut bình thường làm nhiệm vụ hỗ trợ virut khuyết tật. Tuy nhiên virut khuyết 
tật có thể được pha trộn trong quá trình nhân lên và tạo thành thế hệ virut khuyết tật 
can thiệp con (defective interƒfering virus) gọi tắt là hạt DI. 


— Hạt DỊ chỉ chứa một phần genom của virut hoàn thiện. Xét về bản chất của đột 
biến khuyết tật thì chúng là thể đột biến mất đoạn nhưng xét về biểu hiện phenotyp thì 
chúng là đột biến gây chết, chúng đóng vai trò trợ giúp cho virut cùng nguồn nhân lên. 


~ Các hạt Dĩ chứa lượng thông tin di truyền hạn chế và mặc dù một số gen của virut 
được biểu hiện nhưng tính chất cơ bản của chúng là có khả năng can thiệp đối với các 
Virut cùng nguồn. 


~ Các hạt DI có khả năng hấp phụ và xâm nhập vào tế bào là do vỏ capsit có cấu 
trúc bình thường. Khi axit nucleic khuyết tật được giải phóng khỏi vỏ capsit và biểu 
hiện sẽ dẫn đến các hậu quả sinh học khác nhau : Ứ chế các quá trình tổng hợp bình 
thường của tế bào đồng thời ức chế tổng hợp và chuyển đoạn protein của virut bình 
thường (do sự can thiệp cùng nguồn). 


— Cơ chế thực sự của sự can thiệp này còn chưa rõ, tuy nhiên người ta cho đằng hạt 
DĨ chứa ARN đột biến mất đoạn (các phân tử của chúng ngắn hơn các phân tử ARN 
cùng nguồn) và các vị trí gắn polymeraza ở cuối phân tử có ái lực với ARN - 
polymeraza mạnh hơn cho nên chúng được sao chép nhanh hơn do vẻ cạnh tranh với 
genom bình thường (tức genom đầy đủ). 


— Sự luân chuyển của các hạt DỊ và sự đồng nhiễm của chúng cùng với các virut 
“bình thường” đã gây nên hiện tượng bệnh dai dẳng. Nguyên nhân có thể là do : 

+ Genom được biểu hiện và sao chép khá nhanh. Sự chín của quần thể virut khuyết 
tật đi đôi với việc giảm hiệu quả gây bệnh tế bào (CPE). 

+ ARN của hạt virut DI thế hệ con chứa cấu trúc cho phép chúng xâm nhập nhanh 
hơn vào vỏ capsit, do đó chúng có khả năng nhân lên trong thời hạn ngắn hơn so với các 
øenom của virut "bình thường". 
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4.2.4, Mối tương tác giữa virut nhiễm lần đầu với virut nhiễm lần 
hai vào tế bào 
Mối tương tác này có thể diễn ra theo hai cách : 


4.9.4.1. Tế bào nhiễm lần đầu có thể mất tính mẫn cảm đối uới 0uirut 
nhiễm lần hơi 


Điều đó có thể do các lý do sau : 


~ Virut nhiễm lần đầu đã cảm ứng tổng hợp IFN ức chế sự nhân lên của virut nhiễm 
lần hai. 


— Trong tế bào nhiễm có sự ức chế tổng hợp và biểu hiện protein bề mặt dùng làm 
thụ thể cho các virut khác. 

— Sự dịch mã của mARN của virut thứ hai bị ngăn cản là do virut thứ nhất tác động 
trực tiếp làm thay đổi cấu trúc của protein gắn vào đoạn phía đầu 5' của mARN hoặc 
cũng có thể là do tạo thành phức hợp giữa genom của virut thứ hai đối với polymeraza 
của virut thứ nhất. 


¬ Sự nhân lên của virut thứ nhất trong tế bào nhiễm có thể gây ra các sai sót trong 
điều hoà sự biểu hiện các gen của tế bào, cần cho giai đoạn sớm của quá trình nhân lên 
của virut thứ hai, dẫn đến kìm hãm sự phiên mã của virut thứ hai. 

4.2.4.2. Sự nhân lên của uirut thứ nhất có thể làm cho tế bào uốn 
trước đấy đề kháng thì nay trở nên mẫn cảm uới oirut thứ hai. Có hiện 
tượng này là do virut thứ nhất tăng cường dịch mã mARN của virut thứ hai. 

— Ví dụ điển hình của sự "trợ giúp" này là virut SV 40 nhiễm trong tế bào nuôi cấy 
mô thận khi kích thích sự nhân lên của virut ađeno. 


— Tương tự như vậy cũng được thấy ở các hạt virut khuyết tật, tiềm ẩn không có khả 
năng nhân lên trong tế bào nhưng có thể đóng vai trò "trợ giúp” làm tăng khả năng 
nhiễm virut khác. 


4.3. THỂ THỰC KHUẨN VÀ VECTƠ TÁCH DÒNG 


Trong chương TTK chúng ta xem xét TTK 2. trong đó khi tiến hành tải nạp chúng 
hoạt động như là một vectơ và quá trình tái tổ hợp diễn ra trong tế bào (z vivø) chứ 
không phải trong ống nghiệm (¡n víro), còn bây giờ chúng ta lại xem xét việc sử dụng 
phage ^ như là vectơ tách dòng trong tái tổ hợp in vitro. Đây là vectơ rất thuận tiện vì 
đặc điểm di truyền phân tử của chúng đã được hiểu biết tường tận. ADN của phage ^ 
lớn hơn plasmit và có thể gói trong hạt phage in vitro. ADN này cũng có thể nhiễm vào 
tế bào chủ thích hợp và việc nhiễm xảy ra với hiệu quả hơn nhiều so với biến nạp. 
Phage ^ có bản đồ di truyền phức tạp và chứa một lượng gen lớn. Tuy nhiên, đoạn giữa 
của genom (nằm giữa gen ï và N) không đóng vai trò quan trọng nên có thể loại bỏ để 
thay bằng một đoạn ADN ngoại lai. 
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4.3.1. Phage ^ cải biến 


Chúng ^ “dại” (chủng gốc) không thể dùng 
làm vectơ tách dòng vì chứa quá nhiều vị trí 
nhận biết enzym cắt, do đó cần phải thiết kế 
một loại phage À cải biến dùng cho tách đòng. 
Bằng đột biến điểm và bằng cách loại bỏ những 
vùng genom không quan trọng, người ta đã thu 
được phage ^ mất các vị trí enzym giới hạn 
không mong muốn và đặt tên là Charon. Nếu ở 
biến chủng chỉ có một vị trí giới hạn thì một 
đoạn ADN ngoại lai nhỏ có thể gắn xen vào 
genom. Ngược lại, nếu biến chủng có hai vị trí 
giới hạn thì cả một đoạn ADN chuyên biệt của 
phage có thể mất đi để thay thế bằng một đoạn 
ADN ngoại lại. Biến chủng này được gọi là 
vectơ thay thế (replacement vector). Việc mất đi 
một số vị trí hoặc mất đi cả một đoạn đã cho 
phép tách dòng các đoạn ADN kích thước lớn. 
Ví dụ trường hợp phage thay thế nhận gen B — 
gai mã cho enzym  — galactosidaza. Khi vectơ 
nhân lên trong tế bào E, coi, chủng lactoza âm 
tính (Lac —), thì B — galactosidaza được tổng hợp 
là do gen có mặt trong vectơ. Điều này phát 
hiện được khi dùng thạch có chất chỉ thị màu. 
Nếu gen ngoại lai dược gắn xen thay thế cho 
gen  -— galactosidaza thì đặc tính Lac” sẽ bị 
mất và sẽ xuất hiện các vệt tan không màu trên 
nền các vệt tan mang màu. 

Vectơ phage ^ để bảo quản, dễ tách để phân 
tích và được sử dụng rộng rãi để lập ngân hàng gen. 


Vùng không quan trọng 
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Hình 4,9. Sử dụng phage 2. làm vectơ 
tách dòng 
(Brock T.D et al., Biology of Microorganisms, 
9°”, Prentice Hall, 2000) 


Kỹ thuật tách đòng dùng vectơ phage 2. thay thế bao gồm các bước : 

1 — Cất ADN ra khỏi phage 2 tại vị trí đặc hiệu nhờ enzym giới hạn. 

2 - Gắn ADN ngoại lai vào hai đoạn ADN còn lại của phage ^ nhờ enzym ligaza. 
Cần lựa chọn sao cho phân tử tái tổ hợp mới tạo thành có chiều dài phù hợp để có thể 


gói được vào đầu phage. 


3 — Bồ sung dịch tế bào có chứa protein đầu và đuôi để tiến hành lắp ráp tạo virion 


hoàn chỉnh. 


4 — Tiến hành cho nhiễm phage vào E. colí và phân lập các dòng phage dựa vào vết 


tan của tế bào chủ. 


5 — Kiểm tra phage tái tổ hợp xem đoạn ADN mong muốn có mặt trong phage chưa, 
nhờ kỹ thuật lai axit nuclete hoặc quan sát các đặc điểm di truyền (hình 4.9). 
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4.3.2, Cosmit 


Các vectơ plasmit có chứa vị trí đầu dính cos (cohesive enđ) nhận được từ phage ^, 
được gọi là cosmit. Như vậy, cosmit là vectơ plasmit có chứa ADN tách đòng cộng với 
một vị trí cos của phage ^.. Vị trí eos giúp cho ADN đóng gói vào phage ^. Cosmit có 
khả năng chứa các đoạn ADN lạ dài đến 45kb, do vậy rất thuận tiện để tách dòng các 
gen từ nhiễm sắc thể của eukaryote. Hơn nữa ADN ở cosmit được giữ trong phage chứ 
không phải trong plasmit. Hạt phage rất bền nên ADN tái tổ hợp có thể được lưu giữ lâu 
hơn. Chúng được sử dụng chủ yếu vào việc thiết lập thư viện bộ gen. 


4.3.3. Vectơ dùng xác định trình tự ADN - TTK M18 


Ở phần trước ta đã thảo luận về bản chất và chu trình sống của TTK MI3. Đó là 
phage dạng sợi với genom là ADN mạch đơn và khi nhân lên tạo virion trưởng thành, 
nảy chồi chui ra khỏi tế bào mà không giết chết tế bào. 


Phage MI3 có rất nhiều ưu điểm nên được sử dụng để tách dòng, xác định trình tự 
nucleotit của gen, sản xuất các mẫu đò (probe) và thực hiện đột biến điểm định hướng. 
Đặc diểm quan trọng của phage M13 là có genom ADN mạch đơn rất cần cho việc xác 
định trình tự theo phương pháp dùng dideoxynucleotit (phương pháp Sanger) nên ADN 
tách dòng vào M13 sẽ là nguồn cung cấp sẵn ADN mạch đơn. 

Phage M13 muốn được sử dụng trong tách dòng thì nó phải ở dạng mạch đôi, bởi vì 
enzym giới hạn chỉ hoạt động trên ADN mạch đôi. May thay trong chu trình nhân lên 
trong tế bào nhiễm, khi sao chép ADN, có một giai đoạn trung gian tạo mạch đôi — 
dạng sao chép RE. 


Khác với phage À, genom của phage M13 không có vùng không quan trọng. Đa số 
genom của phage M13 typ "đại" cần thiết cho quá trình nhân lên. Tuy nhiên, lại có một 
vùng trống nhỏ không mã hoá gọi là trình tự liên gen tức là trình tự nằm giữa các gen 
(intergenic sequence) có thể dùng làm vị trí tách dòng. Phage M13 có genom lớn hơn 
(6,4kb), virion dài hơn nên ADN ngoại lai gắn vào có thể rất lớn, thậm chí đến 5kbp mà 
không ảnh hưởng khả năng sống của phage. 

Vectơ M13 mp18 được thiết kế từ phage M13 trong đó vùng giữa các gen (vùng liên 
gen được cải biến để tiện cho tách dòng). Một trong các cải biến này là gắn đoạn gen 
lacZ. mã cho B — galactosidaza của £. coii vào đó. Do vậy, tế bào. nhiễm MI3 mp18 
được nhận biết dễ dàng nhờ màu xanh của vết tan trên môi trường có chất chỉ thị là 
5 — bromo — 4 ~ cloro ~ 3 -— indolyl —  - D - galactopyranosin gọi là X - gai. Khi 
B — galactosidaza thuỷ phân X — gai sẽ giải phóng thuốc nhuộm màu xanh không tan 
trong nước. Gen lacZ được cải biến để chứa đoạn ADN với 54 cặp bazơ gọi là 
polylinker. Polylinker chứa một vài vị trí giới hạn duy nhất trong phage MI3, nên có 
thể dùng để tách dòng. Polylinker gắn vào phần đầu mã hoá của gen lacZ. Phage chứa 
ADN gắn xen sẽ làm tăng số lượng các vết tan không màu nên rất dễ phát hiện các tế 
bào chứa ADN tách dòng. Như vậy, nếu có vết tan màu xanh chứng tỏ sự có mặt của 
vectơ không chứa ADN tách dòng, còn khi vết tan không màu chứng tỏ ADN ngoại lai 
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đã gắn vào vectơ nên làm hỏng gen lacZ' mã cho B — galactosidaza do đó cenzym này 
không được tổng hợp. 


Vậy vectơ M13 được dùng như thế nào để tách dòng ? 


Trước hết, cần tách ADN mạch đôi dạng sao chép (RF) ra khỏi tế bào nhiễm, sau đó 
xử lý bằng enzym giới hạn. ADN ngoại lai mạch đôi cũng phải xử lý bằng enzym giới 
hạn cùng loại. 

Đưa vectơ vào tế bào #. coii bằng kỹ thuật biến nạp để cho chúng tạo thành hạt 
phage trưởng thành chứa ADN mạch đơn. Chỉ một mạch ADN được bọc gói vào phage 
trưởng thành. Mạch ADN ngoại lai nào được bọc gói là tuỳ thuộc vào sự định hướng nơi 
nó gắn xen. Vì ADN ngoại lai có thể gắn xen (vào phân tử phage tách rời) theo cả hai 
hướng nên cả hai mạch của ADN ngoại lai đều có thể được tách đồng. 

Dùng ADN mạch đơn của phage M13 để xác định trình tự. Do đã biết trình tự bazơ 
nơi ADN ngoại lai gắn xen nhờ sử dụng enzym giới hạn đã biết nên có thể dùng 
oligonucleotit tổng hợp nhân tạo, bổ trợ với vùng này để làm mồi và xác định được trình 
tự của cả đoạn ADN. Rõ ràng bằng cách này M13 tỏ ra rất hữu ích trong xác định trình 
tự ADN lạ, thậm chí có kích thước tương đối dài. 


4.3.4. Phagemit 


Phagemit có thể tồn tại trong TTK hoặc trong E. coli. Phagemit là vectơ được cấu 
tạo từ plasmit gắn thêm đoạn ADN của phage M13. Chúng chứa cả plasmit và điểm 
khởi đầu sao chép của phage M13. Bình thường quá trình sao chép ADN bắt đầu từ 
promoter của plasmit nhưng khi tế bào chứa phagemit bị nhiễm bởi phage typ dại thì 
promoter nằm trên vectơ sẽ được dùng để tổng hợp ADN mạch đơn từ vectơ và từ bất cứ 
đoạn gen tách dòng nào gắn trên vectơ. ADN mạch đơn này sẽ được gói trong phage, nó 
dễ dàng được tách chiết để dùng cho xác định trình tự. Thường phagemit có thể mang 
một đoạn ADN tách dòng lớn hơn vectơ điển hình có nguồn gốc M13. Một số vectơ như 
pEMBLaq hoặc Bluescript có thể tiếp nhận đoạn ADN lớn đến 10kb. 


4.4. LIỆU PHÁP GEN 


Liệu pháp gen là phương pháp chữa bệnh di truyền bằng cách đưa gen lành vào cơ 
thể thay cho gen hư hỏng nhằm khôi phục chức năng gen. Mặc dù còn gặp nhiều khó 
khăn về kỹ thuật cũng như lý thuyết song triển vọng ứng dụng trong tương lai là rất lớn, 
đặc biệt khi ngày nay bộ gen người đã được giải mã. 

Hai loại virut được ưu tiên lựa chọn để thiết kế vectơ là virut rero và adeno. Viru( 
reiro là nhóm vectơ thuận tiện vì nó có enzym phiên mã ngược, biến ARN thành ADN 
gắn vào NST của tế bào. Virut còn chứa gen phá huỷ tế bào và gen gây ung thư nên 
trước hết phải loại bỏ các gen này đồng thời biến đổi để chúng không có khả năng nhân 
lên trong tế bào. Tuy nhiên, phổ xâm nhập vào tế bào của virut này rất hạn hẹp và chưa 
rõ ngoài khả năng gây ung thư, virut còn có thể gây hậu quả gì khác không. Virut ađeno 
là nhóm có phổ xâm nhập rộng vào nhiều loại tế bào và có khả năng xâm nhập vào cả 
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các tế bào không phân chia. Tuy nhiên, virut này cũng dễ gây đáp ứng miễn dịch bảo vệ 
phá vỡ tế bào. Ngoài ra các virut khác cũng được quan tâm để tạo vectơ dùng cho liệu 
pháp gen như virut parvo, herpes và papHlioma. 


Các bước cơ bản trong liệu pháp gen ; 


1. Tạo vectơ tái tổ hợp mang gen cần chuyển 


— Loại bỏ các gen virut có hại. 


— Loại bỏ khả năng nhân lên của virut. 


~ Gắn promoter mạnh biểu hiện được gen cần chuyển. 


— Gắn vào vectơ gen cần chuyển. 


2. Tách tế bào của cơ thể bệnh nhân (thường mới dùng đối với tế bào tuỷ xương và 


nguyên bào xơ ~ fibroblast) 
— Loại bỏ gen bệnh. 


— Đưa vectơ tái tổ hợp vào tế bào nuôi cấy. 


3. Đưa tế bào đã chứa gen lành trở lại cơ thể đúng chỗ đã lấy nó giống như ghép tự thân 


Liệu pháp gen chỉ được thực hiện đối với tế bào soma và bị nghiêm cấm đối với các 
tế bào sinh dục để để phòng các hậu quả xấu có thể gây ra cho thế hệ sau. Sau đây là 
đặc điểm một số vectơ virut có thể dùng trong liệu pháp gen : 


a) Virut retro 

~ Đưa ADN vào tế bào rất có hiệu quả. 

- Gắn xen tại nhiều điểm trên genom tế bào 
(một số có thể bị hạn chế hơn). 

~ Có thể gây ung thư. 

- Cần tế bào phân chia để tải nạp. 


b} Virut parvo (virut liên kết adeno}) 

- Gắn xen tại vài điểm (thường là một điểm) 
trong genom tế bào. 

- Không gây bệnh. 

— Kích thước đoạn xen bị giới hạn. 

- Lượng virut có thể thu được rất lớn. 


e) Virut papilloma 

— Được duy trì như episom. 

- Kích thước đoạn xen bị hạn chế. 

~ Có thể nhằm vào tế bào thần kinh. 
~ Có thể gây ung thư. 


c} Virut adeno 

~ Có thể gắn xen ADN. 

~ Kích thước đoạn xen bị giới hạn. 

— Có thể gây ung thư. 

- Có thể gây đáp ứng miễn dịch bảo vệ phá 
vỡ tế bào. 

~ Một vài hệ thống có thể có đoạn xen lớn. 

đ) Virut herpes 

- Được duy trì như episome trong tế bào 
nhiễm tiềm ẩn. 

— Có thể nhằm vào tế bào thần kinh nhưng 
có thể gây bệnh thần kinh. 

~ Có thể gây ung thư. 

— Hiệu quả gây bệnh tế bào cao. 

- Đoạn xen có thể rất lớn. 


T7 


Chương 5 
DỊCH TẾ HỌC VIRUT VÀ BỆNH HỌC PHÁT SINH 


õ.1. DỊCH TẾ HỌC 


Đặc điểm dịch tễ học của nhiễm virut trước hết là do đặc tính ký sinh nội bào bắt 
buộc. Bên ngoài tế bào, virut chỉ tồn tại được trong một thời gian ngắn. 


5.1.1. Các con đường lan truyền virut 


ð.1.1.1. Truyền ngang 

Virut có thể truyền từ người này sanp người khác dưới nhiều hình thức khác nhau. 

8) Truyền qua soi khí : Thông qua hơi thở, ho và hất hơi. Mỗi lần ho người bệnh có 
thể làm bán ra khoảng 90000 sol khí có chứa virul. còn mỗi lần hát hơi có thể làm bắn 
ra thêm 2 triệu sol khí. Đối với các bệnh đường hô hấp thì vào mùa đông thường dễ bị 
lây nhiễm hơn mùa hè do phòng ở thường xuyên đóng kín làm giảm sự lưu thông không 
khí. Tuy nhiên, việc lây nhiễm virut đường hô hấp không phải chỉ qua con đường sol 
khí. Virut EBV chủ yếu truyền qua nước bọt khi hôn nhau. virut rj¿zo chủ yếu truyền 
qua tay bẩn rồi đưa vào mắt, mũi, miệng. 

b) Truyền qua đường phản — nưiệng : Đặc biệt thấy ở các virut nhiễm đường ruột 
thuộc các họ Picornayiridae, Reoviridae và Caliciviridae. Các virut này khá bên vững 
trong đường tiêu hoá. Chúng không bị phá huỷ bởi các chất phá huỷ Hpit (như axit mật). 
Protein vỏ capsit cũng không bị axit của dạ dày thuỷ phân và không bị proteaza trong 
đường ruột phân giải. Bệnh nhân thải virut qua phân rồi từ đó lây nhiễm sang người 
lành qua nước và thực phẩm ö nhiễm. 

€) Truyền qua quan hệ tình dục : Các virut HIV, Herpes sữnplex, virut viêm gan B. 
papilloma thường xâm nhập qua niêm mạc đã bị xây xước tạo ổ nhiễm ban đầu, sau đó 
vào máu rồi đi đến các mô. 

đ) Nhiễm qua da : Rất hiếm khi virut có thể xâm nhập được qua đa bởi vì biểu mô 
luôn là bức rào chắn hữu hiệu, hơn nữa trên bẻ mặt da chứa các tế bào chết không cho 
phép virut nhân lên. Tuy nhiên, nếu đa bị tổn thương thì sẽ là cửa ngõ thuận tiện cho 
virut xâm nhập vào cơ thể. 

#) Qua tiêm truyền : Việc truyền máu và sử dụng các chế phẩm từ máu, kim tiêm 
và dụng cụ phẫu thuật khử trùng không kỹ cũng tạo cơ hội đưa virut vào cơ thể. 


ð.1.1.3. Truyền dọc (uerticdl transfusion) 
Một số virut có thể truyền từ mẹ sang thai nhỉ qua một số con đường sau : 
— Qua nhau thai bao gồm các virut HIV, CMV, herpes, viêm gan B, ¿rena, sởi 


(rubeola) và đôi khi cả virut cúm. 
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— Nhiễm chu sinh (perinatal infection) - nhiễm vào bào thai qua đường tử cung, 
nhiễm khi sinh nở. 
— Qua sữa, ví dụ virut HIV. 


ð.1.1.3. Truyền qua uết cắn của động uật hoặc qua côn trùng châm đốt 

Động vật bị ốm do nhiễm virut gọi là vật chủ tự nhiên của virut. Virut từ động vật 
ốm lây sang người thông qua vết cắn hoặc châm đốt. Trong đa số trường hợp người là 
vật chủ cuối cùng, tuy bị nhiễm nhưng không có khả năng truyền tiếp virut sang cá thể 
khác. Còn khi truyền được sang cá thể khác thì người bệnh trở thành ổ chứa virut, ví dụ 
sốt xuất huyết Dengue truyền qua muỗi, virut dại truyền qua vết cắn của chó, mèo, dơi 
bị bệnh dại. 


5.1.2. Các yếu tố ảnh hưởng đến khả năng gây nhiễm của virut 
5.1.2.1. Virut gây nhiễm có thể không hoặc biểu hiện triệu chứng 
rất nhẹ 


Ở trạng thái này người bệnh có thể lây virut sang người khác mà không hay biết, 
Virut gây nhiễm có thể ở trạng thái âm ¡ (latent infection), quá trình diễn ra chậm với 
triệu chứng tối thiểu nhưng người bệnh đã trở thành nguồn lây nhiễm nguy hiểm. 


Cơ thể có thể để kháng với sự xâm nhiễm của virut. Khả năng này có thể mang tính 
bẩm sinh do đặc điểm đi truyền hoặc cũng có thể do tiếp thu được. 

5.1.9.2. Đề kháng bẩm sinh mang đặc điểm loài 

Ví dụ người không bị bệnh lở mồm long móng như ở gia súc có sừng, đó là do tế 
bào người không có receptor phù hợp cho các virut này. Kháng bẩm sinh cũng xây ra ở 
một số cá thể trong cùng loài, ví dụ bệnh sởi là bệnh để lây nhưng một số người không 
bị mắc. 


5.1.2.3. Kháng tiếp thu 

Là khả năng đề kháng với virut đo tiếp thu được thông qua đáp ứng miễn dịch. Ví 
dụ, cơ thể không bị nhiễm virut lần hai do đã hình thành đáp ứng miễn dịch nhớ, hoặc 
do được tiêm chủng. hay tiêm kháng huyết thanh. 

ð.1.9.4 Đặc điểm gây nhiễm theo mùa 


Một số bệnh thường xảy ra trong các mùa nhất định. Ví dụ. các virut e#fero 
(ECHO, coxsackie, polo) thường nhiễm vào mùa hè, là mùa sinh sản của vectơ truyền 
bệnh, như muỗi, ve bét. Mùa đông lại hay bị nhiễm các virut gây bệnh đường hô hấp 
(cảm lạnh, cúm) truyền qua sol khí khi hít thở. 


5.2. ĐẶC ĐIỂM BỆNH SINH TRONG QUÁ TRÌNH NHIÊM VIRUT 
5.2.1. Cơ sở bệnh sinh 


Cơ sở phát sinh bệnh có Hiên quan tới mối tương tác giữa virut và tế bào 
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— Cá virnt ADN và ARN (thông qua ADN) đều có thể gắn genom của mình vào 
nhiễm sắc thể của tế bào chủ và tồn tại dưới dạng provirut. ADN của provirut được sao 
chép cùng với NŠT khi tế bào phân chia. 

— Trừ trường hợp sau khi nhiễm, virut phân bố theo mô thần kinh, còn đa số các 
trường hợp phát sinh bệnh đi kèm với nhiễm virut trong máu. Virut có thể xâm nhập 
trực tiếp vào máu hoặc thông qua hệ bạch huyết. 

— Một số virut có khả năng nhiễm vào các tế bào của hệ thống miễn dịch (virut 
HIV), phá huỷ chức năng và làm giảm số lượng tế bào Tị;, nhưng lại làm tăng hàm 
lượng và tăng cường hoạt hoá tế bào T ức chế và tế bào B. 


ã.2.2. Yếu tố xác định khả năng gây bệnh 

5.2.2.1. Tính hướng mô 

Có một số virut có thể nhân lên trong một số loại tế bào khác nhau, trong khi cũng có 
virut chỉ có thể nhân lên trong một loại tế bào nhất định. Sở dĩ có tính đặc hiệu là do : 

— Receptor đặc hiệu giúp cho virut xâm nhập vào tế bào. 

— Tế bào chứa promoter bảo đảm cho sự nhân lên của virut (không phải tất cả các tế 
bào đều có promoter loại này). 

— Trong một số trường hợp, chính bản chất của tế bào tạo ra tính độc của virut. Ví 
dụ protein G (protein cơ bản của vỏ) của virut dại có ái lực với receptor đành cho 
acetylcholin của nơron thần kinh, giúp virut xâm nhập vào tế bào thần kinh. Virut 
hướng thần kinh thường gây bệnh rất nặng vì tế bào thần kinh không được tái sinh, hơn 
nữa virut nhân lên sẽ làm mất miễn dịch gây độc tế bào. 

5.2.9.2. Đột biển làm tăng tính độc của 0irut 

Ví dụ, tính độc của virut cúm chủ yếu là do hoạt tính của hemaglutinin. Khi cấu 
trúc của hemaglutinin thay đổi thì virut cúm có thể mất hoạt tính độc. Các đột biến 
điểm của các gen mã cho hemaglutinin có thể khôi phục cấu trúc làm cho chủng không 
độc trở thành chủng độc. Người ta cho rằng các đột biến này làm tăng tính mẫn cảm của 
hemaglutinin đối với tác động của proteaza, rồi về phần mình phản ứng phân giải 
protein lại hoạt hoá đầu N ky nước giúp cho sự dung hợp giữa màng virut với màng tế 
bào để giải phóng nucleocapsit vào tế bào chất. 


ð.3.9.3. Đặc điểm của cơ thể 

a) Lứa tuổi : Là một trong những yếu tố ảnh hưởng đến sự biểu hiện lâm sàng. Ví 
dụ đối với các trường hợp virut cúm, sởi, viêm gan B, hợp bào hô hấp RSV, coxsackie B 
ở trẻ nhỏ sự biểu hiện lâm sàng thường trầm trọng hơn ở người lớn. 

b) Tình trạng dinh dưỡng : Khi cơ thể thiếu chất dinh dưỡng, phản ứng MD tế bào 
sẽ bị phá huỷ do vậy việc nhiễm virut sẽ trầm trọng hơn. 

©) Yếu tố dị truyền : Điều đáng chú ý là một số người có khả năng đề kháng 
không bị nhiễm một số virut nhất định. Ví dụ một số người ở một bộ lạc châu Phi 
không bị nhiễm HIV. Hiện nay, người ta đang quan tâm tới một số yếu tố đi truyền ở 
người nhiễm HIV và nhận thấy : 
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- Bệnh nhân có tế bào mang HLA - B35 thuộc nhóm có nguy cơ chuyển thành 
AIDS cao hơn sơ với người có HLA — B8 và HLA — DR3. 

— Bệnh nhân có tế bào mang HLA — DR2 thuộc nhóm có nguy cơ bị nhiễm vi sinh 
vật cơ hội nhanh hơn. 

- Bệnh nhân có tế bào mang HLA - DR5 có xác suất phát triển ung thư kaposi 
cao hơn. 

ð.2.3. Các giai đoạn phát sinh bệnh do nhiễm virut 

Virut xâm nhập vào cơ thể chủ yếu qua đường hô hấp và tiêu hoá, ít khi qua đa, sau 
đó có thể khu trú hoặc lan rộng khắp cơ thể. 

— Nhiễm cục bộ : Nếu virut khu trú thì được gọi là gây bệnh cục bộ, điển hình là 
bệnh đường ruột, đường hô hấp và một số bệnh về da. Thời gian ủ bệnh của loại nhiễm 
này thường chỉ 2 - 3 ngày. Khi virut nhân lên thường kèm theo hiện tượng nhiễm vào 
máu (viremia) và không biểu hiện triệu chứng hoặc nếu có biểu hiện thì cũng rất ít. Các 
bệnh này thường rất đễ bị tái nhiễm do hiệu quả bảo vệ của KT thấp. lgA tiết ở niêm 
mạc chỉ có tác dụng trung hoà virut trong một thời gian ngắn. 

— Nhiễm hệ thống : Từ vị trí nhiễm ban đầu, virut đi vào máu rồi đến các mô mẫn 
cảm, thường biểu hiện triệu chứng lâm sàng. Thời gian ủ bệnh thường kéo dài 2 - 3 
tuần. Gây bệnh hệ thống thường có đặc điểm hai giai đoạn : 

+ Giai đoạn đầu : Virut bị các tế bào của hệ thống lưới nội mô bất giữ. 

+ Giai đöạn hai : Virut nhân lên trong các tế bào thực bào, sau đó nhiễm vào máu 
và biểu hiện triệu chứng lâm sàng. Đồng thời virut cũng có thể nhiễm thui chột 
(abortive), tức là bị ngăn chặn không phát triển được. Tái nhiễm ít xảy ra vì cơ thể đã 
tích luỹ đủ KT để thực hiện phản ứng trung hoà virut. 


5.8. CÁC CƠ QUAN ĐÍCH CHỦ YẾU CỦA VIRUT 


Các cơ quan khác nhau là mục tiêu xâm nhiễm của các virut khác nhau. 

5.3.1. Hệ thần kinh trung ương 

+ Viêm não do các virut arbo, herpes sùnplex — Ì, herpes sừnplex ~ 2, virut đại. 
+ Viêm màng não do các virut entero, coxsackie A và B. 

+ Viêm tuỷ xám do virut poliø. . 

+ Viêm não bạch cầu cấp tác nhân là JCV, viêm chất trắng (leukoencephalitis). 
+ Viêm toàn não xơ cứng — panencephalitis do virut sởi. 

+ Viêm não phối hợp (HIV). 

+ Bệnh não dạng xốp tác nhân gây bệnh là prion. 

5.3.2, Đường hô hấp 

— Nhiễm virut đường hô hấp cấp tính : virut rhino, corona. 

— Ung thư mũi hầu : virut Epstein — Barr. 

— Viêm tuyến mang tai : virut gây nhiễm tuyến mang tai (quai bị). 


6-VI rút học 8i 


— Viêm họng : các virut ađeno. 

— Viêm tiết xơ huyết : virut paramyxo. 

~ Cúm : virut cúm. 

— Viêm phế quản : virut hợp bào hô hấp (RSV). 

~ Viêm phổi : RSV. 

— Viêm màng phổi : virut eoxsackie B. 

5.3.3. Tim 

— Viêm cơ tim : virut coxsackie B. 

— Viêm màng ngoài tìm : virut coxsackie B. 

5.3.4. Gan 

— Viêm gan : virut viêm gan A, B, C, D, E. 

— Ủng thư gan : virut viêm gan B. 

ð.3.5. Đường tiêu hoá 

— Tiêu chảy : virut røia, norwalk. 

5.3.6. Mô lympho 

— Hội chứng suy giảm miễn dịch mắc phải : HIV. 

— Ủng thư bạch cầu và u lympho : virut hướng lympho — T ở người (HTLV - 1, 
HTLV - 2). 

— U burkitt: EBV 

— Sởi : virut SỞI. s 

5.3.7. Hệ sinh dục 

— Herpes sinh dục : virut herpes simplex — 2. 

— Ung thư cổ tử cung, u lồi nhọn (condyloma) : virut papilloma. 


Ngoài ra, nhiều loại virut có thể nhiễm vào các mô khác nhau. Ví dụ, virut polio 
còn có khả năng nhiễm vào đường tiêu hoá. Virut quai bị (viêm tuyến mang tai) còn có 
thể nhiễm vào biểu mô ống dẫn trứng. 


5.4. CÁC LOẠI NHIÊM VIRUT CHÍNH 


5.4.1. Nhiễm sinh sản (productive infection) 

Chỉ xảy ra ở cơ thể có các tế bào "cho phép" tức là các tế bào mẫn cảm có đủ điều 
kiện cho phép virut nhân lên bình thường. 

5.4.2. Nhiễm thui chột (abortive infection) 


Nhiễm vào cơ thể chứa các tế bào "không cho phép" tức là các tế bào không mẫn 
cảm hoặc không đủ điều kiện cho phép virut nhân lên bình thường. Ví dụ tế bào "cho 
phép” dưới tác động của IEN sẽ trở thành tế bào "không cho phép" virut nhân lên. 
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ð.4.3. Nhiễm đề kháng 

Trong tế bào nhiễm, virut vẫn nhân lên và các quá trình trao đổi chất, tổng hợp 
ADN, ARN và protein của tế bào vẫn diễn ra bình thường. Tế bào nhiễm vẫn được phân 
chia và tạo dòng tế bào nhiễm. Tuy nhiên chức năng của tế bào bị phá huỷ và cuối cùng 
dẫn đến biểu hiện triệu chứng. 

Các virut nhiễm vào tế bào không có khả năng biểu hiện phân tử MHC - I. Các 
phân tử này khi gắn với protein bể mặt do virut cảm ứng sẽ được các tế bào có chức 
năng MD nhận mặt. Rõ ràng là nếu tế bào không có các phân tử này trên bể mặt (ví dụ 
tế bào nơron) thì sẽ làm giảm khả năng bảo vệ của hệ MD. Các virut gây tan bào khi 
chui ra ngoài gặp KT và TEN sẽ bị hạn chế lan rộng. 

Các virut chính gây nhiễm đề kháng ở người bao gồm : 

— Virut ADN. Ví dụ, virut #erpes (CMV, Epstein — Barr, herpes sừnplex — typ 1 và 
2, zona) ; Papova (papilloma, polyoma), Adeno, viêm gan B 

— Virut ARN. Ví dụ, virut sởi, rubeon, retro (HIV, HUTV ~ 1, HLTV ~ 2). 

— Virut giảm tính độc là các virut được phân lập trong điều kiện phòng thí nghiệm 
hoặc từ các động vật hoang đã, có khả năng nhân lên tối ưu ở 31 — 339C. 

— Virut khuyết tật là các virut bị mất một phần genom nên không có khả năng tự 
nhân lên. Các virut này chỉ có thể nhân lên khi có sự hỗ trợ của các virut khác. 

5.4.4, Nhiễm tiềm ẩn 

Nếu trong nhiễm đề kháng, quần thể virut mới được giải phóng ra thường xuyên 
(tuy ở mức độ thấp) không thấy được dưới kính hiển vi điện tử nhưng có thể gây đáp 
ứng miễn dịch tạo KT thì trong nhiễm tiểm ẩn chúng không được tạo thành hoặc chỉ 
được tạo thành một cách thất thường. Do vậy, ở nhiễm để kháng có chứa KN virut và 
có thể xác định được nhờ KT, còn ở nhiễm tiểm ẩn không chứa KN nên không xác định 
được nhờ KT. Nhiễm tiểm ẩn thấy ở đa số virut herpes gây bệnh không tiến triển và 
tái phát. 

5.4.5. Nhiễm không biểu hiện 

Là loại nhiễm do một lượng nhỏ virut nhân lên trong các cơ quan nhất định nhưng 
không biểu hiện triệu chứng. Ví dụ, phần lớn dân số trên trái đất bị nhiễm virut papova 
(một loại polyøma) ngay từ khi còn nhỏ. Virut có mặt trong thận, tạo ổ nhiễm không 
triệu chứng. Tuy nhiên, chúng có thể trở nên nguy hiểm khi cơ thể rơi vào trạng thái 
suy giảm MD. Virut papova JC gây nhiễm không biểu hiện triệu chứng, nhưng nếu 
nhiễm đề kháng vào hệ thống thần kinh trung ương thì sẽ liên quan đến bệnh viêm chất 
trắng não tiến triển (progressive leuoencephalitis). 


5.5. CÁC DẠNG BỆNH LÝ CHÍNH TRONG NHIỄM VIRUT 


5.5.1. Mức độ tế bào 
Virut gây bệnh thể hiện trên nhiều phương diện. 
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5.5.1.1. Tác dụng gáy bệnh tế bào hay hiệu ứng huỷ hoại tế bào — gọi tất là 
CPE (cytopathic effect), bao gồm : 

~ Phá huỷ hình thái tức là phá huỷ khung tế bào, làm cho chúng có dạng hình tròn. 

— Thay đổi cấu trúc nhân, có thể làm cho nhân bị kết vón hoặc phá huỷ cấu trúc các 
hạt cơ quan (cơ quan tử) của nhân và sắp xếp khối chromatin ra bên mép. Tác dụng gây 
bệnh tế bào của virut được trình bày ở bảng 5.1. 

- Thay đổi cấu trúc màng tế bào là do tích luỹ glycoprotein do virut cảm ứng tạo 
thành. Đa số trường hợp virut có vỏ ngoài làm thay đổi cấu trúc màng tế bào, tuy nhiên 
cũng có trường hợp do virut trần. 

Việc thay đổi cấu trúc màng có thể dẫn đến : 

+ Làm tăng tính thấm. 

+ Dễ bị phá huỷ dưới tác dụng ngưng kết của lectin liên kết glycoprotein, ví dụ, 
concanavalin A (lectin đậu rựa). 

+ Biểu hiện KN bề mặt bất thường, ví dụ, KN u. 

+ Có khả năng dung hợp với các tế bào không nhiễm nhờ tương tác giữa màng tế bào 
không nhiễm với các glycoprotein của các virut khác nhau biểu hiện trên màng tế bào nhiễm. 

~ Thể vùi. Khi soi dưới kính hiển vi điện tử có thể thấy các hạt vùi (inclusion 
bodies) đặc trưng, tuy nhiên không phải tất cả các loại nhiễm virut đều có thể vùi. 

+ Đối với virut ADN, thể vùi phân bố trong nhân, trừ thể vùi guarnieri của virut pox 
là ở trong sinh chất. 

+ Đối với virut ARN, thể vùi nằm trong sinh chất. Ví dụ, như thể vùi negri của virut 
bệnh đại có trong sinh chất của tế bào não. 


Bảng 5.1. HIỆU ỨNG HUỶ HOẠI TẾ BÀO CỦA CÁC VIRUT KHÁC NHAU 





































Tên virut | Vỏ ngoài ÝJ3350'chủp Vị trí lắp ráp virion VIÍ | Tác dụng gây bệnh 
genom thể vùi 

Virut ADN FT, 
Pox TBC TBC Nhiễm ổ" 
Herpes Màng nhân Nhân TB khổng lề"* 
Adeno Nhân Nhân Chuyển dạng 
Papova Nhân Nhân Chuyển dạng 
Hepadna TBC Nhân . _ 
Virut ARN 
Picorna = TBC Nhân Tan bào 
Toga Màng tế bào [Nhân Tan bào *** 
Retro Màng tế bào Nhân Tan bào, hợp bào 


Màng tế bào TBC -_ 
Màng tế bào TBC, nhân | Hủy hoại khung 
Màng tế bào Nhân TB 


Rhabdo 
Paramyxo 
Orthomyxo 


+ + + + + 











TBC : Tế bào chất ; TB : Tế bào 
* Trong phôi gà ** Một số đại diện của họ *** Virut viêm não ngựa miễn đông 
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ð.õ.1.3. Các yếu tổ gây chết tế bào 

Có thể chia ra các nhóm sau : 

— Vị phạm đến sinh tổng hợp đại phân tử do làm sai hỏng quá trình dịch mã của 
mARN. . 

+ Phá huỷ cân bằng điện phân trong tế bào chất, ức chế chọn lọc sự dịch mã trong 
tế bào. 

+ Tạo thành quá nhiều mARN của virut, phá huỷ mARN của tế bào. 

— Phá huỷ tính thấm của màng tế bào chất. 

+ Tăng tính thấm dẫn đến phá huỷ trao đổi chất của tế bào. 

+ Tính thấm cao của màng lyzosom làm thoát enzym từ lyzosom vào tế bào chất. 

— Nhóm ức chế sinh tổng hợp ARN và ADN của tế bào. Thường tác động lên 
protein kiểm soát sự biểu hiện của các gen và sự tăng sinh của tế bào. 

— Phá huỷ tế bào và thay đổi kiểu phản ứng viêm là hậu quả của tác dụng gây bệnh 
tế bào (CPE) trong nhiễm virut. Nếu trong nhiễm vi khuẩn vai trò chủ chốt thuộc về 
bạch cầu trung tính đa nhân thì trong nhiễm virut lại chủ yếu là các tế bào đơn nhân (tế 
bào mono và lympho). 


5.5.2, Các virut gây bệnh đường hô hấp 


Khoảng 90% các trường hợp nhiễm trùng đường hô hấp là do virut. Sự truyền virut 
từ người này sang người khác qua sol khí là con đường lan truyền quan trọng nhất trong 
nhiễm bệnh đường hô hấp. Mặc dù đã có đại thực bào và hệ thống niêm mạc bảo vệ 
nhưng một số virut vẫn xâm nhập được qua niêm mạc để nhiễm vào máu rồi từ đó lan 
sang các vị trí khác trong đường hô hấp. Một số virut có khả năng gắn đặc biệt vào tế 
bào đường hô hấp, đó là bước khởi đầu giúp chúng xâm nhập vào tế bào. Typ mẫn cắm 
của tế bào là do chúng có thụ thể đặc hiệu với thụ thể của virut. Biểu hiện triệu chứng là 
đo virut phá vỡ cấu trúc của tế bào chủ làm thoát các chất vào máu, kích thích vùng 
dưới đồi (hypothalamus) làm tăng nhiệt độ cơ thể. Sự nhân lên cục bộ của virut làm tan 
tế bào gây phá huỷ và hoại tử mô làm bong lớp bề mặt của mô màng mũi, họng, cuống 
phổi (bảng 5.2). 


Bảng 5.2. MỘT SỐ VIRUT GÂY BỆNH ĐƯỜNG HÔ HẤP 





Nhóm virut 


Adeno Cảm lạnh, viêm họng, viêm phế quản, viêm phổi 


Bunya  |Hanta Hội chứng viêm phổi đo virut Hanta 
Corona | Corona | Cảm lạnh 
Herpes simplex Viêm họng 




















Epstein — Barr Viêm họng 
Herpes mm ' 
Cytomegalo Viêm phổi 
Varicella - zoster Viêm phổi 
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Bê virut | Virut [: - Bệnh 
Orthomyxo_ | Virut cúm Cúm và viêm phổi 

Virut cận cúm Cảm lạnh, viêm họng, viêm phổi 
Paramyxo | Virut sởi Viêm phổi 

Virut hợp bào hô hấp Viêm phổi 
“ Virut đi kèm liên quan adeno_ | Cảm lạnh 

Rhino Cảm lạnh 

Echo Cảm lạnh 
Pircona Coxsackie Cảm lạnh 

Entero Viêm phổi 

Cúm gà Viêm phổi 














ð.5.3, Các virut gây bệnh hệ thần kinh 


Virut gây bệnh cho hệ thần kinh có thể xâm nhập vào cơ thể theo nhiều con đường 
khác nhau thông qua hệ hô hấp, hệ tiêu hoá, niệu và đặc biệt là qua vết cắn của động 
vật bị bệnh sau đó vào hệ tuần hoàn và nhờ máu đưa đến hệ thần kinh. Muỗi, ve bét và 
các côn trùng chân khớp khác có thể là vectơ truyền virut vào hệ thần kinh khi VƯỢt qua 
hàng rào máu não (blood brain barrier) hoặc dịch não tuỷ máu (blood cerebrospinal 
fluid). Hàng rào máu não là các tế bào nội mô được các tế bào thần kinh đệm 
(astrocyte) bám chặt xung quanh. Vách ngăn dịch não tuỷ bao gồm các tế bào biểu mô 
mạng mạch (choroid plexus epithelium). Các vách ngăn này cắn trở sự xâm nhập của đa 
số vi sinh vật vào hệ thần kinh trung ương. Tuy nhiên, nếu vì sinh vật nhiễm được vào 
chính các tế bào vách ngăn thì chúng có thể lọt lưới để xâm nhập vào hệ thần kinh trung 
ương. Sự nhân lên của virut trong não sẽ gây viêm não. Từ dịch não tuỷ, virut xâm nhập 
vào màng não gây viêm màng não. Nếu xâm nhập vào hệ thần kinh trung ương sẽ gây 
viêm não (bảng 5.3). 


Bảng 5.3. MỘT SỐ VIRUT GÂY BỆNH CHO HỆ THẦN KINH 


































Nhóm virut Virut | Bệnh 
Arena Viêm màng não ~ màng mạch lympho_ | Viêm màng não vô trùng 
Bunya Virut viêm não California Viêm não l 
Herpes simplex Viêm não 
Herpes Cytomegalo Viêm màng não vô trùng - viêm não 
Varicella - zoster Viêm màng não vô trùng 
Quai bị Viêm màng não vô trùng 
Paramyxo sẽ - HÀ P x 
Sởi Viêm toàn não xơ cứng bán cấp 
Polio Bại liệt 
Đicorna Coxsackie Viêm màng não vô trùng 
Echo Viêm màng não vô trùng 
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Nhóm virut 
Reto 


Virut 








Rhabdo 





Toga 












Virut viêm não Nhật Bản 
Virut viêm não ngựa miền Đông 
Virut viêm não ngựa miền Tây 
Virut ốm Louping 

Virut Rubella 

Virut llheus 

Virut viêm não St. Louis 

Virut viêm não Venezuela 


Virut viêm não thung lũng Murray 








Bệnh 
Viêm màng não bán cấp, sa sút trí nhớ 
Bệnh đại 
Viêm màng não vô trùng, viêm não 
Viêm màng não vô trùng, viêm não 






Viêm màng não vô trùng, viêm não 
Viêm màng não vô trùng, viêm não 
Viêm màng não vô trùng, viêm não 
Viêm não 
Viêm não 
Viêm não 
Viêm não 








5.5.4. Các virut gây bệnh đường tiêu hoá 


Đường tiêu hoá là cửa ngõ quan trọng để virut xâm nhập vào cơ thể. Virut từ người 
bệnh theo phân nhiễm vào thức ăn, nước uống, tay và đồ dùng rồi nhiễm vào cơ thể 
người lành. Một số virut bền với axit dịch dạ dày và axit mật trong ruột sẽ xâm nhập 
được vào các tế bào mẫn cảm, nhân lên rồi tràn vào hệ tuần hoàn đi tới các phần của cơ 
thể trong đó có các cơ quan của hệ tiêu hoá như gan. Sự nhân lên của virut trong đường 
tiêu hoá có thể làm dừng các chức năng thiết yếu, đồng thời có thể dẫn đến mất nước, 
gây mất cân bằng điện giải và sốc. Bảng 5.4 là một số virut gây bệnh đường tiêu hoá. 


Bảng 5.4. MỘT SỐ VIRUT GÂY BỆNH ĐƯỜNG DẠ DÀY - RUỘT 












: 


Bệnh 








Bệnh nôn mùa đông 


Viêm gan 






























Viêm gan 
Bệnh thể vùi CMV 





















Quai bị „ R 


Bệnh dạ dày - ruột 
Bệnh dạ dày — ruột 
Bệnh đạ dày - ruột 
Viêm gan 








Tiêu chảy ở trẻ nhỏ 
Tiêu chảy ở trẻ nhỏ 

















Nhóm virut Virut 
= 
Hepe Virut viêm gan E 
Hepadna Virut viêm gan B 
Herpes Cytomegalo 
Paramyxo Virut quai bị 
Coxsackie 
Picorna “ta 
Polio 
Virut viêm gan A 
Reo 
H5 Rota 
Flavi Virut viêm gan C 
Toga Virut sốt vàng 





Viêm gan 
Bệnh sốt vàng 
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5.5.5. Các virut gây bệnh đường sinh dục 

Một số virut nhiễm qua đường sinh dục như herpes sinh dục (bóng nước), mụn cơm 
sinh dục (bảng 5.5). Các virut này không sống được lâu ngoài tế bào nhiễm, do đó con 
đường lây lan chủ yếu là qua tiếp xúc tình dục trực tiếp. Khi virut nhân lên trong tế bào 
đường sinh dục sẽ gây tổn thương cơ quan sinh dục. Từ đó, virut lại được lan truyền 
sang người khác qua tiếp xúc tình dục trực tiếp. 


Bảng 5.5. ` MỘT VÀI VIRUT GÂY BỆNH ĐƯỜNG SINH DỤC 


R Nhóm virut Virut Bệnh 


Herpes Herpes simplex typ II Herpes sinh dục | 











Papova Papilloòma Mụn cơm sinh dục, ung thư cổ tử cung | 





5.5.6. Các virut gây bệnh hệ tim mạch và hệ bạch huyết 

Virut xâm nhập vào hệ tuần hoàn thường bị loại trừ nhờ hệ thống miễn dịch bảo vệ 
ở trong máu. Virut từ đó cũng được đưa tới các cơ quan khác nhau của cơ thể. Tuy 
nhiên, một số virut cũng có thể nhân lên trong các tế bào của hệ tìm mạch để gây bệnh 
(bảng 5.6). 


Bảng 5.6. MỘT SỐ VIRUT GÂY BỆNH HỆ TIM MẠCH VÀ HỆ BẠCH HUYẾT 
































Nhóm si] Virut im Bệnh | 
đưởng Virut sốt Lassa Sốt Lassa 
|0 sốt xuất huyết Bolivi ] Sốt xuất huyết Bolivi — 
Virut thung lũng Rift Sốt thung lũng Rift 
Bunya Virut Congo - Crime Sốt xuất huyết Congo - Crime 
Hanta -| sa xuất huyết Triều Tiên + 
|zaw Virut rừng Kyasanur Sốt xuất huyết rừng Kyasanur 
TT T Virut Epstein - Barr cỊ Bệnh tăng bạch cầu đơn thụ nhiễm trùng 
_|_ Cyfomegalo Hội chứng kiểu tăng bạch cầu đơn ĐH xi 
Parvo Parvo ở người Ban đồ nhiễm trùng 
Reo Virut sốt Colorado do ve truyền |_ Sốt Colorado do ve, sốt xuất huyết 
- Tin ¬l xiTdg thư tế bào T, u lympho “ 
Retro HTLV - II Ủng thư bạch cầu 








¬ HIV „ dÌ| AIDS ] 
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Các bệnh thuộc hệ thống tim mạch và bạch huyết bao gồm nhiều loại trong đó có 
bệnh AIDS gây suy giảm miễn dịch, do đó đe dọa nghiêm trọng sự sống. Cũng như vậy, 
nhiễm virut có thể dẫn tới suy tim. Ví dụ, gây viêm cơ tim có thể dẫn đến tử vong. Do 
vậy, các bệnh này cần được điều trị kịp thời. 

5.5.7, Virut gây bệnh da 


Một số virut có thể lan khắp cơ thể gây thương tổn nhiều nơi khác nhau trong đó có 
các mao mạch và da. Sự nhân lên của virut có thể gây phát ban điển hình như ban đỏ ở 
bệnh sởi. Virut gây bệnh cho da có thể lây lan do tiếp xúc trực tiếp như ở bệnh đậu mùa 
nhưng nhiều virut gây bệnh cho da lại xâm nhập vào cơ thể qua các con đường khác. Ví 
dụ, virut sởi và virut sởi Đức xâm nhập vào cơ thể qua đường hô hấp, sau đó vào hệ tuần 
hoàn rồi mới đi tới da (bảng 5.7). 


Bảng 5.7. MỘT SỐ VIRUT GÂY BỆNH CHO DA 








| Bệnh 







Nhóm virut 





Herpes simplex | Bệnh herpes môi, bóng nước, herpes sinh dục 





Herpes 






Varicella - zoster Bệnh thuỷ đậu, zona 
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Chương 6 
CHẨN ĐOÁN NHIỄM VIRUT 


Chẩn đoán nhiễm virut chủ yếu dựa trên các kỹ thuật miễn dịch. Nhờ phản ứng KN 
~ KT mà kết luận sự tồn tại của virut qua các biểu hiện : 
— Tăng lượng KT để đáp ứng lại KN virut khi xuất hiện triệu chứng. 


— Sự có mặt của virut hoặc sản phẩm của chúng trong máu hoặc trong mô. 


6.1. CÁC KỸ THUẬT TỰ ĐỘNG 


Các kỹ thuật tự động ngày càng được sử dụng rộng rãi thay cho các kỹ thuật cũ. 
Đặc điểm của các kỹ thuật này là : 

— Nhanh, nhậy và kinh tế. 

— Có khả năng chẩn đoán nhanh, chính xác với lượng bệnh nhân lớn. 


— Chủ yếu dùng các bộ kit thương mại. Nhìn chung các bộ kit hiện nay đều có chất 
lượng tốt. 


— Xác định kháng thể IgM, do vậy có thể chẩn đoán được bệnh ở pha cấp. 


6.2. HUYẾT THANH HỌC 


6.2.1. ELISA 


Là kỹ thuật được sử dụng phổ biến nhất để xác định KT đặc hiệu chống virut ở thời 
điểm xuất hiện triệu chứng hoặc ngay sau khi xuất hiện triệu chứng. Kỹ thuật cho phép 
xác định KT ở nồng độ rất thấp (khoảng 0,Ing/ml). Nguyên lý của phương pháp này là 
KT được đánh dấu bằng cách gắn với enzym. Khi thêm cơ chất thích hợp enzym sẽ phân 
giải cơ chất cho sản phẩm có màu. Đo cường độ màu để biết mức độ phản ứng Xảy ra. 

Kỹ thuật ELISA được dùng nhiều là kỹ thuật "bánh kẹp" (sandwich), theo đó KT 
của bệnh nhân phản ứng với KN đã biết, được xác định khi cho thêm KT thứ hai (thu 


được từ huyết thanh động vật kháng lại KT người) có gắn enzym. Ví dụ, xác định kháng 
thể HIV gồm các bước như sau : 


1. Nhỏ KN (glycoprotein HIV) cho hấp thụ lên thành giếng, rửa nhẹ để loại bỏ KN 
không bám. 


2. Nhỏ tiếp huyết thanh bệnh nhân chứa KT cần xét nghiệm rồi ủ. Nếu huyết thanh 
chứa KT phù hợp sẽ tạo phản ứng với KN. Rửa nhẹ để loại bỏ KT thừa. 


3. Thêm cộng hợp kháng — KT gắn enzym (KT động vật chống KT người). Rửa nhẹ 
để loại bỏ KT thừa. 
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4. Thêm cơ chất thích hợp với enzym. Cường độ màu tỷ lệ thuận với lượng KT trong 
huyết thanh. 


6.2.2. Kỹ thuật Western Blot 


Kỹ thuật này dựa trên nguyên lý của ELISA nhưng gián tiếp, trên màng 
nitroxenluloza để gắn KN. Thường áp dụng kỹ thuật này để xác định KT kháng virut. 
Các bước tiến hành như sau : 


1. Tiến hành điện di protein (KN bất hoạt, glycoprotein của HIV) trên gel 
polyacrylamit. Các protein hoặc peptit có khối lượng phân tử khác nhau được phân ly 
trong điện trường, chạy từ cực (—) sang cực (+). 


2. Dùng màng nitroxenluloza thấm lên bản gel để tách các polypeptit ra khỏi gel, đi 
vào màng niiroxenluloza, ủ rồi rửa nhẹ để loại phần không cố định trên nitroxenluloza. 


3. Nhỏ huyết thanh bệnh nhân (ví dụ chứa KT kháng HIV) vào bản nitroxenluloza 
rồi ủ cho KT kết hợp với KN đã cố định trên nitroxenluloza. Rửa KT thừa không tham 
gia phản ứng. 

4. Thêm kháng thể IgM của người đã gắn enzym (ví dụ peroxydaza). Rửa lại một 
lần nữa. 


5. Thêm cơ chất (H;ạO¿). Phản ứng enzym phân giải cơ chất tạo ra sản phẩm màu nâu. 
Có thể nhìn thấy trên màng. Chỉ protein phản ứng với KT mới được hiển thị trên màng. 


6.2.3. Kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang 


KN hoặc KT được đánh dấu bằng thuốc nhuộm huỳnh quang (ví dụ fluorescent). Kỹ 
thuật này dựa trên tính chất của thuốc nhuộm khi được kích thích bởi bức xạ có bước 
sóng tử ngoại sẽ phát sáng. Phản ứng được xác định nhờ kính hiển vi huỳnh quang. Đây 
là kỹ thuật nhạy, đáng tin cậy và được dùng nhiều trong chẩn đoán nhanh các virut gây 
bệnh đường hô hấp và các virut khác. Ví dụ, để xác định tế bào lách nhiễm virut hướng 
Iympho B ở người (HBLV — Human Iymphotrophic virus) ta tiến hành ủ tế bào lách với 
huyết thanh kháng HBLV của bệnh nhân tăng sinh mô bạch huyết. Thêm KT kháng IgG 
của người đánh dấu bằng fluorescein isotiocyanat. Tế bào nhiễm HBLV sẽ phát màu 
vàng tươi đưới kính hiển vi huỳnh quang. Tế bào lành không phản ứng với KT nên 
không bát màu. 


6.2.4. Kỹ thuật miễn dịch phóng xạ 

Kỹ thuật miễn dịch phóng xạ dựa trên nguyên tắc cạnh tranh giữa KN đánh dấu 
bằng đồng vị phóng xa (112) với KN tự đo cùng loại, không đánh dấu, cùng gắn vào KT 
đặc hiệu. 

Để định lượng một KN, trước hết người ta nhỏ KT tương ứng vào lỗ của tấm thử 
(làm bằng chất dẻo xenluloza hay hạt latex) để làm giá đỡ. KT sẽ hấp phụ lên đáy lỗ. 


9] 


Rửa loại bỏ KT không hấp phụ. Nhỏ dung địch albumin để lấp những chỗ trống không 
có KT. Rửa lần nữa sau đó nhỏ hỗn dịch gồm KN cần định lượng với một lượng đã biết 
KN cùng loại nhưng đánh dấu bằng I'?. Hai loại KN cạnh tranh nhau để gắn vào KT. 
Rửa tiếp, sau đó đo độ phóng xạ trên máy đếm gamma. Độ phóng xạ càng thấp thì 
lượng KN không đánh dấu (KN cần định lượng) càng nhiều. 


Đối chứng là lỗ chỉ có KT và KN đánh dấu. Độ phóng xạ là tối đa. Nồng độ KT 
được xác định nhờ đường cong chuẩn với dung dịch KN chuẩn đánh dấu phóng xạ đã 
biết nồng độ. 

Kỹ thuật này rất nhạy, nhưng với các máy đời cũ thì phải trang bị thêm thiết bị an 
toàn phóng xạ. 

6.2.5. Phản ứng kết hợp bổ thể 

Nguyên lý của phương pháp là khi KN phản ứng được với KT thì phải kết hợp được 
với bổ thể. Nếu không phản ứng được với KT thì bổ thể ở dạng tự do. Dù phản ứng KN 
— KT - Bổ thể xảy ra nhưng không thể nhìn thấy được bằng mắt thường, do vậy cần bổ 
sung thêm một hệ thống thứ hai để chỉ thị. Hệ thống này bao gồm hồng cầu cừu và KT 
kháng hồng cầu cừu. Nếu ở hệ thống thứ nhất KN không phản ứng với KT thì bổ thể ở 
trạng thái tự do sẽ kết hợp với hệ thống thứ hai (hồng cầu cừu + KT kháng hồng cầu cừu 
+ bổ thể). Hồng cầu cừu sẽ bị bổ thể làm tan - phản ứng âm tính. Ngược lại, nếu hồng 
cầu cừu không bị tan - phẩn ứng dương tính. 


6.2.6. Các kỹ thuật khác 


6.2.6.1. Phần ứng chuỗi polymeraza PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Kỹ thuật PCR được sử dụng rất thuận tiện và phổ biến để xác định axit nucleic 
(ADN và ARN) trong chẩn đoán bệnh và đánh giá hàm lượng virut. 

Bất kỳ đoạn ADN mạch đơn nào của virut cũng có thể được nhân lên nhanh chóng 
hàng triệu lần (tuỳ thuộc chu kỳ) nếu biết được trình tự ở đoạn đầu. Nếu là ADN mạch 
kép thì có thể tạo ra ADN mạch đơn bằng cách đun nóng tới gần nhiệt độ sôi. Dựa vào 
trình tự đoạn đầu để tổng hợp nhân tạo oligonucleotit làm mỗi. Mỗi bắt cặp với từng sợi 
đơn ADN bổ sung nhờ ADN - polymeraza. Các bước của phản ứng bao gồm : 

1. ADN chuỗi kép khi xử lý nhiệt (94°C) sẽ tách thành hai chuỗi đơn. 

2. Hạ nhiệt độ xuống 30 - 65C để các đoạn mồi bắt cặp với hai chuỗi đơn ADN 
khuôn tại điểm khởi đầu sao chép. 

3. Taq — polymeraza tổng hợp ADN mới tương hợp với sợi khuôn, bắt đầu từ mỗi. 

4. Chu kỳ mới lại bất đầu. Hỗn hợp phản ứng lại được xử lý nhiệt để tách ADN 
mạch kép mới tổng hợp thành ADN mạch đơn. Trên hai sợi mới tổng hợp xuất hiện vị 
trí để bám mồi. Taq — polymeraza lại tổng hợp sợi ADN tương hợp. Quá trình cứ thế 
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tiếp tục. Số lượng ADN tạo ra tăng gấp đôi sau mỗi chu kỳ. Chỉ sau vài chu kỳ đầu, các 
đoạn ADN tạo thành có kích thước đúng bằng khoảng cách giữa hai mi. 


Đối với virut ARN thì dùng kỹ thuật phối hợp RT ~ PCR (enzym phiên mã ngược — 
PCR) bởi vì Taq — polymeraza không hoạt động trên ARN. Trước hết ARN được 
chuyển thành cADN nhờ RT sau đó thành dsADN và được khuếch đại nhờ Taq - 
polymeraza. 


6.2.6.2. Xác định liều gây nhiễm 50% tế bào nuôi cấy (TCIDð0) 


TCID50 (Tissue Culture Infective Dose 50) là độ pha loãng virut để có thể nhiễm 
và làm hủy hoại 50% tế bào của mẻ nuôi cấy đã cho. Thí nghiệm này dựa trên sự có mặt 
và xác định được CPE (hiệu ứng hủy hoại tế bào). Tế bào chủ thường được nuôi cấy 
trong ống nghiệm tạo thành một lớp tế bào. Mỗi độ pha loãng lặp lại 5 lần hoặc 10 ống 
nghiệm. Trong quá trình nuôi virut nhân lên, giải phóng rồi lại nhiễm vào tế bào khác 
của lớp tế bào nuôi cấy một lớp. CPE phát triển trong nhiều ngày và có thể quan sát tế 
bào một lớp dưới kính hiển vi. Các ống nghiệm ("đơn vị thử nghiệm") được đếm có 
hay không CPE. Tổng số liệu dùng để tính TCID50, tức là độ pha loãng virut có thể 
tạo CPE ở 30% số tế bào đã cấy. Bảng 6 là ví dụ ghi các số liệu điển hình để tính theo 
công thức : 


. Tổng số thí nghiệm có CPE 

TCID50 = Ẹ ất đ: ——————————-— 

logio (PL cao nhất đạt 100% CPE) + 1/2 Số ống nghiệm của mỗi ĐPLL 
= ~6 + 1/2 - 9/5 = —7,3 TCID50 hay 10 ”Ở trên một đơn vị thể tích _”. 

Do đó, chỉ số sẽ là 10 ” trên một đơn vị thể tích ˆÌ. 


ĐPL : độ pha loãng 


Bảng 6. — SỐ LIỆU DÙNG ĐỂ TÍNH TCID50 











Logag của độ pha loãng virut Sẽ tán ni 18. tình kiến 
~6 5/5 
~7 3/5 
-_8 1⁄5 
-9 0/5 








6.3.6.3. Đếm hợt uirut 


Không phải tất cả các hạt virut đều có khả năng gây nhiễm. Trong thực tế mỗi tế 
bào nhiễm có thể tạo ra 1 — 100 hoặc nhiều hơn nữa các hạt không có khả năng gây 
nhiễm. Có thể đếm được tổng số hạt dưới kính hiển vi điện tử. Khi đếm người ta sử 
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dụng các hạt nhựa (latex) có kích thước đồng đều làm chuẩn. Nguyên tắc là trộn virut 
với hạt nhựa chuẩn đã biết số lượng trong một đơn vị thể tích. Chỉ cần xác định tỷ lệ 
virut với hạt chuẩn là suy ra số lượng virut. Có thể phân biệt hạt latex chuẩn với hạt 
virut khi nhuộm bằng dung dịch photphotungstat. 


6.2.6.4. Ngưng kết hồng cầu 


Nhiễu virut có khả năng liên kết với hồng cầu để gây ngưng kết. Muốn phản ứng 
xảy ra cần phải có nồng độ virut thích hợp để tạo nên liên kết chéo giữa các hồng cầu. 
Các hồng cầu không ngưng kết sẽ tạo thành hạt trong giếng, ngược lại hồng cầu ngưng 
kết sẽ tạo cấu trúc mạng lưới gắn vào thành giếng. Hiện tượng này là cơ sở để xác định 
số lượng các hạt gây ngưng kết trong dịch huyền phù virut đã cho. Đây không phải là 
thước đo mức độ gây nhiễm mà là phương pháp gián tiếp thường dùng để xác định chỉ 
số virut, Thí nghiệm được hoàn thành ở điểm chuẩn độ cuối. Dịch virut pha loãng bậc 2 
(2, 4, 8, 10...) trộn với cùng thể tích rồi quan sát sự ngưng kết trong các giếng. Điểm 
chuẩn độ cuối là độ pha loãng cuối cùng gây ngưng kết hoàn toàn, tức là chứa một đơn 
vị ngưng kết hồng cầu (HA unit). 
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Chương Z7 
MIỄN DỊCH CHỐNG VIRUT 


7.1. MỘT SỐ KHÁI NIỆM CƠ BẢN 

Trước khi tìm hiểu về miễn dịch (MD) chống virut, chúng ta hãy điểm qua một số 
khái niệm cơ bản nhất về MD học. 

Khi bị các tác nhân bên ngoài xâm nhập cơ thể sẽ tự bảo vệ mình bằng hàng loạt 
các cơ chế thích ứng rất phức tạp và khá hoàn hảo để chống trả lại. Tập hợp tất cả các 
cơ chế bảo vệ ấy được gọi là miễn dịch. 

MD lại được chia ra làm MD đặc hiệu và MD không đặc hiệu. 


7.1.1. MD không đặc hiệu 

MD không đặc hiệu mang tính bẩm sinh (không cần có sự tiếp xúc trước với KN) 
bao gồm các tuyến phòng thủ từ ngoài vào trong để ngăn cản sự xâm nhập của vi sinh 
vật và tiêu diệt chúng. Các hàng rào ấy bao gồm : 

— Hàng rào vật lý : Da và niêm mạc ngăn cần sự xâm nhập của vì sinh vật. 

— Hàng rào hoá học : pH thấp trong đường tiêu hoá, sinh dục... ngăn cản sự sinh 
trưởng, lysozym ức chế tổng hợp thành tế bào vi khuẩn, interferon cảm ứng tạo protein 
ức chế quá trình dịch mã của virut... 

— Hàng rào vì sinh vật : Cơ thể là nơi cư trú một lượng khổng lề các vi sinh vật 
trong đường tiêu hoá, trong các xoang và trên bể mặt cơ thể. Các vi sinh vật này chiếm 
trước các vị trí, cạnh tranh thức än và tiết ra các chất tiêu diệt các vi sinh vật gây bệnh 
đến sau. 

~ Bổ thể (complement) : Nhóm protein trong huyết thanh, khi được hoạt hoá sẽ có 
khả năng phá huỷ tế bào vi sinh vật và tăng cường hiệu quả của thực bào. 

~— Hiện tượng thực bào : Do có sự tham gia của nhiều loại bạch cầu nhưng trước hết 
là đại thực bào (ĐTB) và bạch cầu trung tính. Chúng "nuốt” và tiêu hoá vi sinh vật. 

7.1.2. MD đặc hiệu 

Là MD do cơ thể phát động một cách đặc hiệu để chống từng KN nhất định, bao 
gồm sự hình thành KT đặc hiệu, các phản ứng quá mẫn và dung nạp miễn dịch. 

7.1.2.1. Kháng nguyên (KN) 

Là những chất khi đưa vào cơ thể có khả năng gây đáp ứng miễn dịch (ĐƯMĐ). 
Khả năng này phụ thuộc vào 3 điều kiện : ' 

— Tính lạ (non — self). 

— Khối lượng phân tử đủ lớn ( > 10000 dalhron). 

— Cấu trúc đủ phức tạp. 
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Nếu không đủ 3 điều kiện này thì không có khả năng gây ĐƯMD. Phần quan trọng 
nhất của KN chịu trách nhiệm gắn với KT gọi là quyết định KN hay epitop. Ứng với nó 
nằm trên KT gọi là vị trí kết hợp KN hay paratop. 

7.1.8.9. Kháng thể (KT) 

Là các globulin có trong huyết thanh được tạo thành để chống lại KN kích thích 
sinh ra nó. KT được ký hiệu là Ig, có cấu tạo gồm 4 chuỗi polypeptit : Hai chuỗi nhẹ 
(ngắn) ký hiệu là L và hai chuỗi nặng (dài) ký hiệu là H. Trình tự axit amin giống hệt 
nhau theo từng đôi chuỗi nhẹ và đôi chuỗi nặng. 

Vùng nằm phía đầu — NH; có trật tự axit amin luôn thay đổi ở các KT khác nhau 
gọi là vùng biến đổi, ký hiệu là V. Vùng biến đổi của chuỗi nhẹ và chuỗi nặng kết hợp 
với nhau tạo thành vị trí kết hợp KN hay paratop. 

Vùng nằm phía đầu - COOH có trật tự axit amin không thay đổi gọi là vùng cố 
định, ký hiệu là C. Chuỗi nhẹ có một vùng cố định còn chuỗi nặng có 3 vùng cố định. 
Dưới tác dụng của papain, phân tử KT phân giải thành 3 đoạn. Hai đoạn chứa chuỗi nhẹ 
và một phần chuỗi nặng ký hiệu là Fab. Đoạn còn lại chứa một nửa chuỗi nặng phía đầu 
~ COOH ký hiệu là Fc. 

Có 5 loại lg (gọi là 5 lớp). Đó là IgG, IgM, IgA, IgE và IgD. 

— IgG có số lượng lớn nhất đóng vai trò bảo vệ cơ thể chống tác nhân gây bệnh, 
hoạt hoá bổ thể và là KT duy nhất truyền qua thai nhi. 

— IgM xuất hiện sớm nhất trong quá trình nhiễm trùng, tham gia vào hoạt hóa bổ 
thể và ngưng kết hỏng cầu. 

— IgA bảo vệ chống vi khuẩn trên bề mặt niêm mạc. 

— IgE có vai trò trong việc gây dị ứng. 

— IgD có trên bề mặt tế bào B, làm nhiệm vụ thụ thể cho KN. 

7.1.2.3. Các cơ quan uà tế bào tham gia uào hệ thống miễn dịch 

Các cơ quan tham gia vào hệ thống MD gồm : cơ quan lympho trung tâm và cơ 
quan lympho ngoại vị. 

7.1.2.3.1. Cơ quan lympho trung tâm bao gồm tuyến ức uè túi Fabrieius 

- Tuyến ức là nơi biệt hoá các tế bào nguồn từ tuỷ xương thành các loại tế bào T4 
(do có thụ thể CD4) và T8 (do có thụ thể CD8). 

Các tế bào T4 bao gồm : 

+T—- hỗ trợ tức Tụ; có nhiệm vụ tiết ra Iymphokin (ví dụ interleukin — 4 và 10) để 


thúc đẩy sự hoạt động của các lympho T khác, kích thích tế bào B biệt hoá, tăng sinh để 
sản xuất KT. 

+ Tế bào T quá mẫn muộn (Tprụ hay Tụ) tiết lymphokin 2 hoạt hoá đại thực bào 
và các bạch cầu khác dẫn đến biểu hiện quá mẫn muộn. 

+ Tế bào T điều hoà ngược (Tpp) có tác dụng hoạt hoá lympho T ức chế. 
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Các tế bào T8 bao gồm : 

+ Lympho T độc (TC) có nhiệm vụ tấn công trực tiếp các tế bào có KN lạ trên bề 
mặt. Ví dụ tế bào nhiễm virut hoặc tế bào ung thư. 

+ Lympho T ức chế (TS) có nhiệm vụ điều hoà ĐƯMD bằng cách ức chế hoạt động 
của các lympho khác. 

~ Túi Fabricius và cơ quan lympho trung tâm khác : Túi Fabricius là cơ quan 
lympho trung tâm ở gia cầm, nằm gần hậu môn, là nơi biệt hoá tế bào nguồn thành tế 
bào B. Động vật có vú không có túi Fabricius nên sự biệt hoá tế bào B xảy ra ngay trong 
tuỷ xương. 

Các tế bào lympho T và B trưởng thành từ cơ quan lympho trung tâm đi tới các cơ 
quan lympho ngoại vi (lách, hạch lympho...) để tiến hành ĐƯMD. 


⁄.1.2.3.2. Cơ quan lympho ngoại ui 

Các cơ quan lympho ngoại vi bao gồm : lách, hạch lIympho, là các cơ quan có vỏ 
bọc và tập hợp các mô lympho không có vỏ bọc có ở bể mặt niêm mạc đường tiêu hoá, 
hô hấp, niệu và là nơi cư ngụ của các tế bào Iympho. Tại đây, khi gặp KN chúng sẽ 
được kích thích để biệt hoá tiếp và tiếp tục tham gia vào ĐƯ MD. Ở động vật có vú, tuỷ 
xương vừa là cơ quan lympho trung tâm vừa là cơ quan lympho ngoại vi. 

7.1.9.4. Thụ thể tế bào T (TCR) 

Tế bào T có khả năng nhận diện KN nhờ thụ thể nằm trên bề mặt, gọi là TCR (T ~ 
cell receptor). TCR có ở cả tế bào Tcpa„ và Tcps„ 

Cấu trúc của TCR gồm 2 chuỗi polypeptit giống như KT, nhưng cắm sâu vào màng 
tế bào chất. TCR cũng có vùng cố định và vùng biến đổi như ở KT. Vùng biến đổi tạo 
thành vị trí kết hợp KN. 


7.1.2.5. KN phù hợp mô 

TCR tự nó không có khả năng nhận diện KN lạ. Chúng chỉ nhận diện được khi KN 
lạ hiên kết và tạo phức hợp với KN phù hợp về mô học nằm trên bề mặt tế bào bình 
thường của nhiều loại mô, ĐTB và lympho B. Các KN này gọi là phức hợp phù hợp mô 
chính viết tắt là MHC (Major Histocompatibility Complex). Ö người, KN này được gọi 
là HLA, còn ở chuột là H2. Khi ghép cơ quan giữa hai cơ thể có MHC không phù hợp 
thì mảnh ghép sẽ bị bong. l 

Cấu trúc MHC : Có hai loại protein MHC là MHC - I và MHC ~ II : 

— MHC - I có trên bề mặt tất cả các tế bào có nhân bình thường của cơ thể, có cấu 
tạo gồm 2 chuỗi polypeptit œ và 8. Chỉ có chuỗi œ cắm sâu vào màng sinh chất. 

~ MHC - ]I có trên bề mặt của ĐTB, tế bào tua, và tế bào B, có cấu tạo gồm 2 chuỗi 
polypeptit œ và B. Cả hai chuỗi đều cắm sâu vào màng sinh chất. 

Các tế bào T (Ta và Tạ) chỉ nhận diện được KN lạ khi các KN ấy đã gắn với phân tử 
MHC của cơ thể. Tế bào T4 (Tụ, Tpr„) nhận diện KN khi đã gắn với MHC - II còn tế 
bào T8 (Tc, Ts) nhận diện KN khi đã gắn với MHC - I. 
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Chức năng của MHC. Có hai sơ đồ trình diện KN thông qua MHC. Một cho MHC — 
I và một cho MHC - II. 

— Theo sơ đồ 1 thì KN sau khi được tế bào bắt giữ và chế biến nhờ enzym phân giải 
sẽ gắn với protein MHC - I trong lưới nội chất, tạo phức hợp KN - MHC - I. Phức hợp 
này được đưa lên bề mặt tế bào. Ở đây, chúng tương tác với TCR của tế bào T độc (TC). 
Đồng thời thụ thể CD8 của tế bào TC cũng gắn với MHC - I tạo phức hệ mạnh hơn. 
Được kích thích bởi KN, tế bào Tc tiết protein độc (perforin) làm tan tế bào nhiễm. Đây 
là cơ chế của ĐƯMD qua trung gian tế bào. Cơ chế này đặc biệt có hiệu quả để chống 
các tế bào nhiễm virut và các tế bào ung thư. 

— Theo sơ đồ 2 thì MHC - II được tổng hợp trong lưới nội chất cùng với protein bao 
vây (blocking protein), ký hiệu là li (Invariant chain). Protein này gắn trước vào phân tử 
MIHC - II để cho các protein khác cũng được hình thành trong lưới nội chất không gắn 
được vào. Phức hợp này được đi qua thể Golgi sau đó vào endosom. Tại đây KN lạ và 
protein li bị phân giải nhờ enzym. KN sau chế biến gắn với MHC - II tạo phức đưa ra 
bể mặt tế bào để tương tác với TCR và đồng thụ thể CD4 của tế bào T hỗ trợ (Tụ). Được 
KN kích thích, tế bào Tụ, tiết Iymphokin hoạt hoá tế bào B làm cho tế bào B tăng sinh 
và biệt hoá thành tế bào plasma và tế bào B nhớ. Tế bào plasma là "nhà máy” sản xuất 
KT còn tế bào B nhớ có đời sống dài, khi gặp lại KN này ở lần sau sẽ biệt hoá thành tế 
bào plasma để sản xuất KT nhanh chóng và kịp thời hơn. Đây là cơ chế của ĐƯMD thể 
dịch. Sở dĩ gọi như thế vì KT được tạo thành trong dịch cơ thể (huyết thanh, sữa). 

Cũng như mọi quá trình sinh học khác, ĐỨMD cũng được điều hoà trong giới hạn 
sinh lý cho phép theo nhiều cơ chế khác nhau để đáp ứng với các KN và tránh sự mẫn 
cảm sao cho sự hoạt động luôn nhịp nhàng, hiệu quả cao, tránh lãng phí năng lượng và 
tránh hoạt động quá ngưỡng gây phá huỷ mô. 

7.1.2.6. Bổ thể 

Bồ thể là nhóm gồm 9 protein trong huyết thanh được ký hiệu từ Cl đến C9 
(complemenr). Bồ thể muốn hoạt động phải được hoạt hoá, vì trước khi hoạt hoá chúng 
ở dạng bất hoạt hoặc tiền enzym. Sự hoạt hoá bổ thể theo phản ứng dây truyền. Bổ thể 
thứ nhất sau khi hoạt hoá sẽ biến thành enzym thứ nhất để hoạt hoá bổ thể thứ hai. Có 
ba con đường hoạt hoá bổ thể. Con đường cổ điển (classical pathway) và con đường 
nhánh (alternative pathway) và con đường lectin. Kết quả của cả ba con đường đều dẫn 
tới sự tạo thành phức hợp tấn công màng (membrane attack CPHIDMEEUI) làm thủng màng 
tế bào và giết tế bào. 

Bồ thể còn tham gia vào nhiều hiện tượng sinh học như làm tan hồng cầu, tan vi 
khuẩn, kết dính miễn dịch (bám vào thụ thể trên mặt ĐTB để tăng quá trình thực bào), 
gây phản vệ (giải phóng histamin khỏi tế bào mast, gây dãn mạch, tăng tính thấm thành 
mạch làm hạ huyết áp và gây co thất cơ trơn). 

7.1.9.7. Quá mẫn 

Quá mãn là hiện tượng ĐƯMD quá mức dẫn đến tổn thương bệnh lý (phá huỷ các 
mô) khi cơ thể tiếp xúc với KN lần thứ hai hoặc các lần tiếp theo. Quá mãn được chia 
thành 4 loại : 
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— Loại I được gọi là quá mẫn phản vệ hay là đị ứng, xảy ra khi có sự tương tác 
giữa IgB nằm trên bể mặt tế bào mast hay bạch cầu kiểm với KN làm phá bọng, giải 
phóng các chất hoạt mạch, ví dụ histamin. Các chất này gây dãn mạch, làm co cơ trơn. 
Quá mẫn xảy ra rất nhanh (< 30 phút) nên còn gọi là quá mẫn tức khắc. 

~ koại 2 hay quá mẫn gảy độc tế bào xuất hiện 5 ~ 12 giờ sau khi tiếp xúc với KN. 
Nguyên nhân do KT gắn trực tiếp với KN trên mặt tế bào đích, hoạt hóa chuỗi bổ thể để 
làm tan tế bào đích. Ví dụ, khi truyền máu khác nhóm hoặc bệnh tan máu ở trẻ sơ sinh 
do KN Rh. 

— Loại 3 hay bệnh phúc hợp MD xảy ra sau 3 —~ 8 giờ, hình thành phức hợp MD 
bao gồm KN hòa tan ~ KT (IgM hoặc IgG) - bổ thể lắng đọng ở thành mạch gây viêm. 
Các thành phân của bổ thể (C3a, C5a) là chất hoá hướng động lôi kéo bạch cầu trung 
tính tiết enzym phá huỷ mô. 

~ Loại 4 được gọi là quá mẫn muộn hay quá mẫn qua trung gian tế bào, gây tồn 
thương do tương tác giữa KN trên bề mặt tế bào đích với tế bào Tẹ mẫn cảm đặc hiệu 
với KN đó. Tế bào Tịc tiết lymphokin điệt tế bào đích. 


7.3. VIRUT VÀ HỆ THỐNG MIỄN DỊCH 


Virut là nguyên nhân gây bệnh chủ yếu và phổ biến ở người và động vật, nhất là ở 
trẻ nhỏ và động vật còn non. Hầu hết virut gây bệnh ở thể nhẹ, người bệnh có thể bình 
phục hoàn toàn sau một thời gian nhất định mà không hẻ biểu hiện bất kỳ triệu chứng 
nào. Tuy nhiên, cũng có nhiều virut gây bệnh trầm trọng và có tỷ lệ tử vong cao. 

Virut có thể xâm nhập vào cơ thể theo 4 con đường chính như đã trình bày ở chương 5 : 

— Qua da và niêm mạc (thông qua vết cắn, vết đốt, qua ghép tạng, tiêm chích, 
truyền máu và quan hệ tình dục). 

~ Qua đường hô hấp (hít, thở). 

— Qua đường dạ dày — ruột (ăn uống). 

~ Bầm sinh (mẹ truyền sang con qua nhau thai hay sữa me). 

Sau khi vào cơ thể, virut nhân lên tại nơi chúng xâm nhập tạo ổ nhiễm ban đầu rồi 
từ đó lan toả khắp cơ thể. Giống như các trường hợp nhiễm trùng khác, cơ thể đáp ứng 
lại bằng các cơ chế miễn dịch bao gồm : Cơ chế miễn dịch không đặc hiệu và cơ chế 
miễn dịch đặc hiệu. 

7.2.1. Đáp ứng miễn dịch không đặc hiệu chống virut 

Cơ thể có hàng loạt hàng rào bảo vệ, tuy không đặc hiệu với từng loại virut nhưng 
rất có hiệu quả nhằm tiêu diệt và ngăn chặn không cho virut lan toả đến các cơ quan 
khác nhau của cơ thể hoặc chí ít là làm chậm bước tiến của virut, tạo điều kiện cho cơ 
thể có đủ thời gian huy động ĐƯMD đặc hiệu. Các hàng rào ấy bao gồm : 

— Đa và niêm mạc. Không cho virut thấm qua trừ khi bị tổn thương. Trên mặt da 
chứa tế bào chết mà virut không nhân lên được. 
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— Đường hô hấp. Dòng dịch nhày do niêm mạc đường hô hấp trên tiết ra có tác 
dụng ngăn chặn không cho chúng xâm nhập xuống đường hô hấp dưới. 


~ Đường niệu. Nước tiểu đẩy trôi virut bám trên thành đường niệu. 


— Nước mắt. Virut cùng bụi bặm rơi vào mất bị đòng nước mắt trào ra cuốn chúng 
ra khỏi mắt. 

— Đường tiêu hoá. Axit trong đạ dày làm bất hoạt virut kém chịu axit, axit mật phá 
huỷ vỏ ngoài của virut. 

— Thực bào đóng vai trò quan trọng trong phân huỷ virut. Có hai loại thực bào : 

+ Bạch cầu đa nhân trung tính tiêu điệt virut theo cơ chế thực bào. 

+ Đại thực bào (hoặc tế bào đơn nhân của hệ thống lưới nội mô) bao gồm ĐTB tự 
do trong phế nang và màng bụng, ĐTB cố định trong hạch lympho, lách, gan (tế bào 
Kupffer), tế bào mô (histocytes) và tế bào thần kinh đệm (microglia). 


Hoạt động của ĐTB được tăng cường nhờ KT và bổ thể thông qua hiện tượng 
opsonin hoá. ĐTB cũng được hoạt hoá nhờ xitokin do tế bào T tiết ra, thu hút chúng tới 
vùng bị nhiễm để làm nhiệm vụ thực bào (quá trình hoá hướng động). 


+ Phản ứng sốt và sự tổng hợp interferon có tác dụng ngăn chặn sự nhân lên của virut. 

7.2.2. Đáp ứng miễn dịch đặc hiệu chống virut 

Khi virut nhanh chóng nhân lên trong ổ nhiễm rồi lan tràn vào hệ thống tuần hoàn 
thì sẽ vấp phải hệ thống miễn dịch đặc hiệu, bao gồm ĐỮMD thể dịch và ĐƯMD 
tế bào. 

7.9.3.1. Đáp ứng miễn dịch thể dịch 

Là sự tạo thành KT chống lại KN virut, ví dụ protein capsit hoặc glycoprotein vỏ ngoài. 

Có nhiều loại KT chống virut với chức năng khác nhau : 

— KT trung hoà có vai trò ngăn chặn sự xâm nhập của virut vào tế bào. 


+ KT có thể trung hoà virut có phenotyp pha trộn (chứa hai loại protein của hai 
virut khác nhau). 

+ Một phân tử KT phản ứng chéo với hai epitop của capsome, làm thay đổi cấu trúc 
của capsit, phá huỷ sự tương tác giữa virut với thụ thể của tế bào, hoặc ngăn cản sự giải 
phóng genom của virut ra khỏi nucleocapsit. 

+ KT gắn vào glycoprotein của virut ngăn cản sự dung hợp giữa vỏ ngoài virut với 
màng sinh chất của tế bào hoặc với màng endosom, do đó ngăn cản giải phóng 
nucleocapsit vào sinh chất. 

— KT trên niêm mạc (chủ yếu là IgA) ngăn cản sự gắn virut lên bể mặt tế bào 
niêm mạc. 


¬ KT tham gia vào hoại hoá bổ thể theo lối cổ điển để làm tan tế bào nhiễm virut. 
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— KT gắn với KN virut trên mặt tế bào nhiễm tham gia vào phản ứng gây độc tế bào 
phụ thuộc KT (ADCC). Trong đó tế bào K tiết chất độc diệt tế bào nhiễm virut. 








IL-2 IFN-+y TL -4 






APC 


Phagolysosom (ĐTB) 





Hình 7. Mối tương tác giữa các tế bào trong ĐƯMD thể dịch. 


Trên hình 7 TCR (thụ thể tế bào T) nhận diện quyết định KN (epitop) thông qua 
phân tử MHC - II trên bề mặt tế bào trình diện KN (tế bào APC). Tham gia vào mối 
tương tác là tế bào T hỗ trợ (CD4) đã biệt hoá nhờ KN. Kết quả là tế bào APC tiết ra IL 
— 1 kích thích tế bào T sản ra IL —- 2 đồng thời tổng hợp và làm biểu biện trên màng 
sinh chất của tế bào Tị thụ thể dành cho 1L, - 2 (IL — 2 cũng đồng thời kích thích gây 
tăng sinh tế bào Tị). Sự lựa chọn các tế bào B xảy ra do mối tương tác giữa KN và KT 
bể mặt tế bào B. Epitop của KN trong phức hợp cùng với MHC ~ II nhận mặt TCR của 
tế bào Thị. Sau đó tế bào T tiết cytokin kích thích tăng sinh tế bào B và biệt hoá tế bào B 
thành tế bào plasma sản xuất KT đặc hiệu với KN đã kích thích chúng. l 

KT tung hoà được sản xuất nhanh chóng đã tránh cho tế bào không bị nhiễm virut. 
Điều này được thực hiện là nhờ tế bào B nhớ hoạt hoá và biệt hoá thành tế bào plasma 
sản xuất KT. 

Đối với các virut có KN ổn định và có lượng serotyp không lớn thì vaccin dự phòng 
luôn phát huy tác dụng. 


7.9.9.9. Đáp ứng miễn dịch tế bào 
Trong miễn dịch chống virut, ĐƯMD tế bào đóng vai trò quan trọng nhất. 
7.9.9.2.1. Các tế bào có chức năng miễn dịch 


Tế bào lympho Tc (CD) đóng vai trò quan trọng bậc nhất trong MD tế bào, chúng 
tiết protein độc perforin phá huỷ màng tế bào nhiễm virut làm thoát nội chất và giết 
chết tế bào. 
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Khi các tế bào bị nhiễm virut, trên bể mật sẽ biểu hiện các KN virut và sẽ là mục 
tiêu tấn công của tế bào Tc. 

Lympho T hỗ trợ — Tụ; (CD2) tiết ra lymphokin để hoạt hoá gây biệt hoá tế bào và 
tăng sinh các tế bào T độc và các tế bào B sản xuất KT, trong đó tiểu quần thể Tụị có 
biểu hiện hiệu quả hơn đối với các tế bào T độc. 

Các tế bào giết tự nhiên (NK) đóng vai trò quan trọng trong việc tiêu diệt nhanh các 
tế bào nhiễm virut mà không cần sự tham gia của các tế bào CD4 và KT. 


7..2.2.2. Mối tương tác giữa uirut uà các tế bào của hệ MD 

Khả năng virut nhiễm vào các tế bào có chức năng MD làm cho việc loại trừ chúng 
trở nên khó khăn và phức tạp. Hơn nữa, việc phá huỷ cơ chế điều hòa MD có thể làm 
cho bệnh trầm trọng hơn là bản thân sự nhiễm virut. 

a) Hệ thống thực bào đơn nhân là một mạng lưới bao gồm các ĐTB, bạch cầu đơn 
nhân có khả năng làm nhiệm vụ thực bào. Chúng được coi là hệ thống tham gia tiêu diệt 
Virut trực tiếp nhất. Hệ thống này có khả năng biểu hiện hiệu ứng gây độc trực tiếp cho 
các tế bào nhiễm virut ARN (ví dụ virut tøga, paramyxo và orthomyxo) và virut ADN 
(ví dụ virut pox). Tuy nhiên, trong đa số trường hợp ĐTB tỏ ra bất lực đối với các virut 
nằm bên trong tế bào và bản thân chúng có thể trở thành "hệ thống cho phép” 
(permissive system) tức là cho phép virut nhân lên và vì thế là nguyên nhân gây hiện 
tượng nhiễm virut trong máu (viremia) lần hai, kể từ sau khi chúng xâm nhập vào mô 
mẫn cảm, đồng thời cần thấy rằng trong đa số trường hợp sự nhiễm virut như thế mang 
tính chất chuyển tiếp (transitory character) và sẽ bị mất đi khi xuất hiện các tế bào đẻ 
kháng virut, ngoại trừ trường hợp nhiễm HIV. Virut HIV có khá năng tồn tại lâu dài và 
nhân lên trong ĐTB. Các virut có khả năng phá huỷ chức năng của các tế bào thuộc hệ 
thực bào đơn nhân phải kể đến virut cúm herpes sừnplex và Epstein — Barr, 


— Virut có khả năng xâm nhiễm vào ĐTB là do trên bề mặt ĐTB có các thụ thể phù 
hợp. Ví dụ,trên bề mặt ĐTB có thụ thể giống như CD4 dành cho HIV. 


— Trên mặt các ĐTB đơn nhân có các thụ thể FcRy dành cho kháng thể IgG nên các 
tế bào này có thể thu hút và "nuốt" các phức hợp MD (virut ~ KT). Nhờ có pH thấp của 
phagolyzosom, virut được cởi áo và nhân lên trong sinh chất. Khác với ĐTB nuốt virut 
ngay ở giai đoạn sớm, hiện tượng này chỉ xảy ra khi đã tạo thành phức hợp MD với IgG 
và nó là nguyên nhân của làn sóng viremia lần hai. 

b) Tế bào lympho. Virut nhiễm vào các tế bào có chức năng MD và phá huỷ chức 
năng của các tế bào này là nguyên nhân dẫn đến suy giảm MD. 

— Giảm số lượng tế bào T hỗ trợ có thể dẫn đến các dạng bệnh lý miễn dịch khác 
nhau. Ví dụ : HIV nhiễm vào tế bào CD giết chết tế bào này dẫn tới suy giảm MD rồi 
phát triển thành AIDS. Virut thuộc họ Arenaviridae gây bệnh viêm màng não đệm cùng 
nhiễm chọn lọc vào tế bào CD¿ dẫn đến làm giảm nghiêm trọng hoạt động của các tế 
bào CD; làm nhiệm vụ gây độc tế bào. 
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— Nhiễm virut vào các tế bào có chức năng MD cũng gây suy giảm MD thứ cấp 
nhưng thường không kèm theo sự thay đổi về thành phần số lượng các tiểu quần thể tế 
bào. Hiện nay đã xác định thấy một số loại virut như virut Ðengue, cúm, herpes 
sửmplex, sởi, bại liệt,... có khả năng gây nhiễm và làm mất hoạt tính của các tế bào có 
chức năng MD dẫn đến làm thay đổi phản ứng với KN và với các chất gây phân bào 
(mitogen), phá huỷ sự hợp tác giữa các tế bào lympho T và B. 

Các biểu hiện lâm sàng chủ yếu của việc nhiễm Virut vào các tế bào của hệ thống 
MD là mất khả năng dị ứng hay quá mẫn (nhất là giai đoạn cấp tính) và bội nhiễm vi 
khuẩn lần hai. 

— Còn có các cơ chế khác tạo thiếu hụt MD chuyển tiếp khi nhiễm virut : 

Các tế bào nhiễm tiết các yếu tố hoà tan gắn với KT trước khi KT tương tác với KN. 
Ví dụ, tế bào lympho nhiễm HIV tiết ra gp120 phong bế KT đặc hiệu virut. 

Các tế bào nhiễm có khả năng tiết các yếu tố có tác dụng ức chế các tế bào không 
nhiễm. Ví dụ, một trong các yếu tố được tạo thành trong chu trình tan của virut 
Epstein ~ Barr biểu hiện tính chất của IL ~ 10 và ức chế hoạt tính của tế bào CD. 

Nhiều loại virut (ví dụ virut cúm, Đengue, viêm não do ve...) hoạt hoá không đặc 
hiệu tế bào T — ức chế đồng thời ảnh hưởng xấu đến khả năng MD. 


7.3. BỆNH LÝ MIỄN DỊCH TRONG NHIÊM VIRUT 

7.8.1. Các bệnh phức hợp miễn dịch 

Một lượng lớn phức hợp MD được tạo thành ở thời điểm virut nhân lên mạnh mẽ 
nhất là đo KN virut có trên mặt tế bào nhiễm nhiều nhất đồng thời KT kháng virut cũng 
được tạo thành nhiều nhất. Khi nhiễm virut trong máu (viremia), phức hợp cũng lưu 
hành theo máu đi khắp cơ thể. Chúng có thể đọng lại ở các mô khác nhau gây viêm cục 
bộ mà trước tiên là hoạt hoá bổ thể và các thành phần tế bào gây viêm thông qua thụ thể 
Fc. Đa số các phức hợp này sẽ bị loại trừ khỏi dòng máu nhờ các thực bào đơn nhân. 
Tuy nhiên, như phần trên đã trình bày, nhiều loại virut có thể phá huỷ chức năng của 
các tế bào này nên chúng có thể tuần hoàn lâu đài trong máu. 

— Nhiễm virut cyomegalo (CMV) bẩm sinh luôn kèm theo tăng cường hình thành 
phức hợp MD láng đọng trong thận dẫn tới phát triển bệnh thận ở trẻ nhỏ. 

~ Virut viêm gan B tạo phức hợp MD lưu hành lâu dài ở bệnh nhân nhiễm cấp. Phức 
hợp MD gồm KN bẻ mặt (HBsAg) và KT lắng đọng trong khớp, thận, mao mạch của da, 
dẫn tới phát triển các bệnh viêm khớp, viêm cầu thận và viêm mao mạch. 

~ Các bệnh MD do các virut khác gây ra, thông qua phức hợp MD phải kể đến các 
bệnh tăng bạch cầu đơn nhân do nhiễm trùng, sốt xuất huyết Đengue, u lympho Burkitt, 
viêm não. 

— Trong nhiễm virut, không phải chỉ các thành phần của virut mới là KN mà ngay 
cả các thành phần tế bào đã bị biến đổi do virut cũng là KN. Chúng có thể kích thích cơ 
thể tổng hợp KT. Tuy nhiên, về mặt hình thái các KN mới này vẫn giống như các phân 
tử bình thường nên KT do chúng kích thích tạo thành có thể tương tác nhầm với các 
phân tử bình thường để gây bệnh tự miễn. 
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hG Trong quá trình hình thành phức hợp MD khi tương tác với KN, KT có thể bị thay 
đổi do sắp xếp lại cấu hình và do đó bản thân chúng trở thành tự KN (autoantigen — KN 
của bản thân). KN này kích thích cơ thể tạo ra kháng KT chống lại Ig của bản thân. 


7.3.2. Nhiễm tiếp virut sau khi phức hợp miễn dịch đã phân ly 

Khi được bao bọc trong nang (capsule), virut ở trạng thái phức hợp MD (tức là gắn 
với KT) vẫn giữ được cấu trúc của mình. Khi phức hợp phân ly, chúng lại có khả năng 
tái nhiễm vào các tế bào mẫn cảm mới. Sự thường xuyên tái tạo phức hợp MD và khả 
năng virut tái nhiễm sau khi phân ly khỏi phức hợp được xem là một trong những cơ chế 
hình thành nhiễm mãn tính. 

Tính chất của phức hợp MD phụ thuộc vào mức độ phù hợp và vào loại KT. Ví dụ, 
lgM có mức độ phù hợp thấp nên phức hợp dễ phân ly và do đó virut có khả năng tái 
nhiễm vào tế bào mới. Ngược lại IgG có mức độ phù hợp cao, phức hợp MD xâm nhiễm 
trực tiếp vào các thực bào đơn nhân. 

Phân tử lạA dạng dime tạo phức hợp với virut Epsfein — Barr ở màng niêm mạc 
đồng thời trên mặt tế bào niêm mạc xoang mũi lại có thụ thể dành cho IgA dạng dime. 
Vì vậy, khả năng lây nhiễm EBV cao và xác suất ung thư biểu bì mũi hầu lớn, mặc dù 
về mặt tự nhiên virut này có xu hướng lây nhiễm vào tế bào Iympho B. 


7.3.3. Các tổn thương mô do phản ứng miễn dịch chống virut 

Bản chất tự nhiên của phản ứng bảo vệ là loại trừ hiện tượng ký sinh nội bào ra khỏi 
cơ thể. Điều đó có nghĩa là cơ thể phải "hy sinh" chính các tế bào đã bị nhiễm của 
mình. Phản ứng gây độc tế bào chống virut và hiệu quả gây bệnh tế bào (CPE) của virut 
đã gây hậu quả không thể hồi phục được, nhất là đối với các mô có khả năng hồi phục 
thấp. Ví dụ : 

Trong thí nghiệm nhiễm virut LCV gây viêm màng não màng mạch lympho bào vào 
chuột trưởng thành có thể làm cho chuột chết nhanh chóng, nhưng nếu nhiễm vào chuột 
non hoặc chuột trưởng thành đã gây ức chế MD thì sẽ dẫn đến dung nạp hoặc chuyển 
thành dạng mãn tính. Tình trạng này cũng thấy khi nhiễm các virut khác. Ví dụ, nhiễm 
virut cúm loại đã thích nghỉ vào chuột kèm theo chất ức chế MD thì chuột cũng không 
bị chết. 

Viêm gan mãn tính là do tác động trực tiếp của cơ chế MD gây độc tế bào lên tế 
bào gan đã nhiễm HBV. Trong khi bản thân virut thì biểu hiện tính gây độc tế bào 
(CPE) yếu và thường không đủ mức giết chết tế bào. Điều này được chứng minh qua kết 
qủa nghiên cứu ở chuột chuyển gen chứa các KN virut trên bể mặt tế bào gan và đã 
quan sát được sự phát triển của phản ứng gây độc tế bào do các tế bào CD; thực hiện. 

Vấn đề không kém quan trọng là virut có khả năng tạo thành KN mới (neoantigen). 
KN này là sự kết hợp giữa virut và một số thành phần của tế bào chủ, do đó làm cho các 
tế bào còn lại chứa các thành phần này cũng là mục tiêu tấn công của cơ chế MD. Điều 
cần lưu ý nữa là hiện tượng bắt chước phán tử (molecular mimicry), nhờ đó virut có 
thể hoạt hoá tế bào Iympho B một cách không đặc hiệu và tổng hợp KT đặc hiệu kép tức 
là vừa phản ứng với KN của virut vừa phản ứng chéo với KN của tế bào vật chủ có eấu 
trúc giống KN của virut. 
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7.4. CƠ CHẾ THOÁT KHỎI MIỄN DỊCH 


Bất kỳ tác nhân gây bệnh nào cũng có xu hướng tìm cách thoát khỏi cơ chế bảo vệ 
của cơ thể. Các virut gây bệnh rất đa dạng. Chúng có nhiều cách khác nhau để thoát 
khỏi sự chống trả quyết liệt của cơ thể để có thể nhân lên bình thường. 


7.4.1, Gắn xen vào genom của tế bào 

Genom của một số virut ADN hoặc virut reo có thể gắn xen vào nhiễm sắc thể 
(NST) của tế bào và có thể truyền cho các tế bào lân cận theo cơ chế truyền ngang 
(horizontal transfer) hoặc cho các tế bào thế hệ sau theo cơ chế truyền dọc. Sự thay đổi 
genom của các tế bào không thực sự lớn. Tế bào biểu hiện lượng KN virut là tối thiểu 
nên chúng vẫn tồn tại yên ổn và không bị sức ép giám sát của hệ thống MD. 


7.4.2. Sự lan truyền virut giữa các tế bào 

Một số virut (ví dụ virut herpes, HIV, parBmyxo) có khả năng đi từ tế bào này sang 
tế bào khác trong tế bào một lớp, là do các tế bào hội nhập với nhau tạo tế bào khổng lồ 
đa nhân hoặc hợp bào chứa virut. Virut không ra khỏi tế bào do đó không bị hệ MD 
tấn công. 


1.4.3. Virut nhiễm vào loại tế bào không chịu sự giám sát của hệ 
thống MD 

Trong cơ thể người có một số loại tế bào mà trên bề mặt không biểu hiện KN MHC 
— I, do đó không bị các tế bào của hệ thống MD nhận diện, ví dụ nơron thần kinh hay 
thuỷ tỉnh thể ... Nếu virut nhân lên trong các tế bào ấy thì sẽ không tạo được phức hệ 
MHC - [ - peptit để đưa ra bề mặt tế bào cho các tế bào Iympho nhận diện. 


7.4.4. Một số trường hợp khác 

Ví dụ ở virut adeno khi nhiễm vào tế bào thấy có hiện tượng ức chế biểu hiện phức 
hệ MHC - I - peptit virut. Sở đĩ như vậy vì có sự ức chế hoạt hoá protein đặc hiệu làm 
nhiệm vụ vận chuyển phức hệ này ra mặt tế bào nhiễm. 


7.4.5. Sự biến đổi KN 

Hiện tượng này được thấy rõ ở virut ero. Trong quá trình nhân lên của virui HIV 
cÓ sự sai sót trong tổng hợp ADN. Đó là do sai sót trong mối tương tác với enzym phiên 
mã ngược. Kết quả là xảy ra đột biến ở đoạn gen mã cho glycoprotein gpL20, làm mất 
đi khả năng tổng hợp KT sớm chống virut. 

7.4.6. Khả năng ức chế miễn dịch 

Một số virut, chẳng hạn virut pox, trong quá trình nhân lên đã tiết phân tử hoà tan 
thuộc loại IEN và TNF — œ (yếu tố hoại tử ung thư) phong toả hoạt động của các chất 
này của tế bào. 

Trong quá trình nhân lên, virut đậu bò cũng tạo thành protein tiết, tương tự như chất 
ức chế bổ thể Cạ và có khả năng kìm hãm hoạt hoá bổ thể theo con đường cổ điển. 

Sự nhân lên của virut viêm gan B kèm theo sự tổng hợp một lượng lớn phân tử KN 
bề mặt HBsAg. Phân tử này gắn với KT tạo thành tấm lá chắn đặc hiệu giúp virut thoát 
khỏi tác động của KT. 
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Chương 8 
CÁC BIỆN PHÁP CHỐNG VIRUT 


8.1. HOÁ TRỊ LIỆU 


Mặc dù hơn nửa thế kỷ qua chất kháng sinh đã được sử dụng có hiệu quả như một 
vũ khí lợi hại góp phần đẩy lùi nhiều loại bệnh nhiễm trùng do vi khuẩn và cả vi nấm. 
thế nhưng đối với virut thì lại tỏ ra không có hiệu quả. Cho đến nay, chưa có một kháng 
sinh nào chống virut có mật trên thị trường. Cách đây còn chưa lâu phương thức tốt nhất 
đốt với các bệnh virut vẫn là “phòng bệnh hơn chữa bệnh", tiêm phòng vacxin, kiểm 
soát vectơ truyền bệnh và đến khi bị nhiễm virut thì chỉ còn trông cậy vào khả năng MD 
của cơ thể và nghe theo lời khuyên của bác sĩ “Hãy nghỉ ngơi và ăn nhiều hoa quả". 
Gần đây, hàng loạt chất hoá trị liệu chống virut đã được giới thiệu và cho phép dùng 
trong lâm sàng nhưng cũng chỉ có hiệu quả đối với một số trường hợp nhất định. 

Việc lựa chọn thuốc chống virut gặp rất nhiều khó khăn bởi vì quá trình nhân lên 
của virut phụ thuộc hoàn toàn vào tế bào. Thuốc chống virut phải có tính chọn lọc cao, 
sao cho chúng chỉ làm bất hoạt các enzym đặc hiệu của virut mà không ảnh hưởng đến 
các enzym của tế bào, nếu không sẽ rất độc đối với tế bào hoặc dễ gây nên các phản 
ứng phụ cho người dùng. Các chất chống virut có thể tác động vào một hoặc nhiều khâu 
của quá trình nhân lên của virut trong tế bào. Khâu xâm nhập, "cởi áo", tổng hợp các 
thành phần của virut, lấp ráp và giải phóng virut ra khỏi tế bào. Việc sử dụng thuốc 
cũng là một nghệ thuật. Có thể dùng riêng (đơn trị liệu) hoặc dùng phối hợp các chất có 
cơ chế tác dụng khác nhau theo kiểu cocktail (đa trị liệu) để ngăn chặn sự phát triển 
tính kháng thuốc ở virut. 


Dưới đây là các thuốc sắp xếp theo tác dụng vào các giai đoạn khác nhau của quá 
trình nhân lên của virut. Hầu hết là các chất tác động ở giai đoạn sớm, đến nay hầu như 
chưa tìm thấy chất nào tác động ở giai đoạn lắp ráp (hình 8.1, 8.2, 8.3). 


8.1.1. Các chất ức chế sự hấp phụ và cởi áo 

8.1.1.1. Các chất kháng gp120 oà các phân tử CD4 tái tổ hợp ức chế 
sự nhân lên của HIV trong tế bào nhiễm 

Phân tử tái tổ hợp giống như kháng thể Ig trong đó vùng biến đổi tức vùng quyết 
định KN của lg được thay thế bởi trung tâm gắn của CD4 nên dễ đàng gắn với gpI20 
của virut như phản ứng KN - KT. Các thử nghiệm lâm sàng còn đang tiếp tục nhưng ưu 
điểm của nó là có thời gian bán huỷ lâu hơn so với CD4 tự nhiên, làm cho chúng không 
gắn được vào thụ thể trên màng sinh chất của tế bào T4. 


8.1.1.2. Các phân tử tái tổ hợp bết dính tế bào typ 1 

Phân tử này là receptor cho 80 — 90% trong số 130 chủng virut rhino. Trong số này 
có 50 ~ 60% gây bệnh đường hô hấp. Các chất này ngăn cản sự bám dính của virut vào 
tế bào. 
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8.1.1.3. Amantadin uà Rimantadin 


Amantadin (I — adamanamin hydroclorua) và chất tương tự với nó là rImantadin 
(œ ~ metyl — I — adamantanemetylamin hydroclorua) là các chất amin đối xứng, có 
hiệu lực trong dự phòng và điều trị virut cúm A nhưng không có tác dụng đối với cúm B 
và C, Cả hai chất này đều ngăn cản sự nhân lên của virut thông qua sự tương tác với 
protein M2 của virut cúm A, do đó ngăn cản quá trình "cởi áo”. 


Amantadin cũng ngăn cản sự phiên mã. Sự tích luỹ trong lyzosom sẽ làm tăng pH 
của lyzosom gây phân huỷ hemagluuinin của virut cúm A bởi lyzosom. Hemaglutinin 
không thể thiếu để giúp nucleocapsit xam nhập vào tế bào chất. 


Amantadin và rimantadin được bào chế ở đạng uống. Với bệnh nhân I ~ 9 tuổi liều 
dùng mỗi ngày 4,4 — 8,8 mg/kg thể trọng, chia làm hai lần, không vượt quá 
150mg/ngày. Với bệnh nhân lớn tuổi thì uống mỗi ngày 200mg, chia làm hai lần. Một 
đợt điều trị 5 — 7 ngày. Mặc dầu hai chất có cấu trúc hoá học gần giống nhau nhưng 
dược tính lại khác nhau. Amantadin không bị chuyển hoá và bài xuất hầu như hoàn toàn 
qua thận với thời gian bán huỷ 12 - 17 giờ, còn rimantadin thì lại bị chuyển hoá triệt để 
thành các dẫn chất hydroxyl hoá. Thời gian bán huỷ là 30 giờ. 


Khoảng 5 — 10% người dùng thuốc thấy xuất hiện tác dụng phụ nhẹ như mất ngủ, 
hơi nhức đầu, lo âu, thiếu tập trung tư tưởng, có thể xuất hiện ảo giác, ăn không ngon, 
buồn nôn hay táo bón. Các triệu chứng thường mất đi sau khi ngưng uống thuốc. Hãn 
hữu có trường hợp dùng amantadin thấy xuất hiện các cơn co giật và suy tim. 

Đã phân lập được virut cúm A kháng amantadin. Đó là các thể đột biến ở gen tổng 
hợp protein M2. 


8.1.2, Các chất ức chế ADN - polymeraza của virut 


Một thành tựu lớn trong nỗ lực tìm kiếm thuốc chống virut là phát hiện ra các chất 
có cấu trúc tương tự nucleosit (tương tự purin và pirimidin) tác động vào enzym ADN - 
polymeraza của virut. Các loại chất này không có nhóm 3' - OH nên không gắn được 
với các nucleosit khác, do đó làm cho sợi ADN đang tổng hợp không kéo dài thêm. Các 
chất này có ái lực với ADN — polymeraza mạnh hơn các nucleosit tự nhiên khác. Chúng 
thường là các chất ức chế ADN — polymeraza y của ty thể. 


Tất cả các thuốc loại này đều có phản ứng phụ vì chúng không chỉ ức chế tổng hợp 
ADN của virut mà còn của tế bào. 


8.1.2.1. Vidarabin 


Vidarabin (9 — B ~ D — arabinofuranosyladenin, adeninarabinosit) là chất tương tự 
nucleosit adenosin, được sử dụng trong lâm sàng để chống virut herpes sửnplex (HSV) 
gây viêm não và HSV gây viêm nhiễm ở trẻ sơ sinh và đã làm giảm hẳn tỷ lệ tử vong do 
các bệnh này. Vidarabin còn có tác dụng invitro chống các virut khác như thuỷ đậu 
Zona (varicella zoster vừus — VZV), virut cự bào ở người (CMV), virut đậu bò 
(vứccinia), HIV - 4 và EBV. 
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Để chữa viêm não do HSV thường truyền nh mạch theo liều I5 mg/kg/ngày 
suốt I2 giờ trong I0 ngày, có thể xuất hiện phản ứng phụ như buồn nôn, run rẩy, 
viêm tĩnh mạch nơi truyền. Thuốc khó tan nên khi truyền phải dùng nhiều nước và do 
đó ảnh hưởng tới bệnh nhân bị phù não. Để trị viêm não do herpes thì acyclovir có hiệu 
quả hơn. 

Để chữa nhiễm #erpes ở trẻ sơ sinh cũng có thể truyền tĩnh mạch và cho kết quả 
không kém acyclovir. Cũng có thể dùng vidarabin để chữa viêm giác mạc do virut 
herpes. Dùng thuốc mỡ 3% bôi 5 lần/ngày bên trong túi kết mạc dưới của mắt, cách 3 
giờ và liên tục trong 5 — 7 ngày. 


Mặc dù cơ chế tác dụng chính xác của vidarabin còn chưa rõ, nhưng người ta cho 
rằng dưới tác động của kinaza (enzym xúc tác chuyển nhóm photphat) của tế bào, 
vidarabin bị photphoryl hoá rồi gắn vào sợi ADN mới của virut và của tế bào, để ngăn 
cản sự tổng hợp ADN. Cơ chế thứ hai là chất ức chế cạnh tranh của ADN - polymeraza 
của cả virut và tế bào. Do không có nhóm 3' — OH nên không gắn được với các 
nucleosit khác để kéo dài chuỗi ADN. Mặc dù chống được HSV đã kháng acyclovir 
nhưng không chống được HSV trong nhiễm HIV. 


8.1.2.2 Cytozinarabinozit (ara-C-cytarabin, 1-B-D-arabinfuranozilcytozin) là 
chất có cấu trúc tương tự ara - A nhưng độc hơn và tác dụng chọn lọc ít hơn. Dùng 
trong hoá trị liệu ung thư. 


8.1.2.3. Dẫn xuất của dezoxyuridin halogen hoá 


Để có hoạt tính chống virut thì phải chuyển hoá thành nucleosit. Thuốc được 
phophoryl hoá nhờ timidinkinaza của virut rồi gắn vào ADN của virut do đó tạo ra các 
protein sai khác với mã ban đầu của virut. Do có độ độc cao nên thuốc chỉ được sử dụng 
một cách hạn chế. 

— ldoxuridin (5 — iodo — 2' — dezoxyuridin ; iododezoxyuridin, IUD) là chất được 
tổng hợp hoá học, có khả năng chống một số nhóm virut nhất định. Chất này được hoạt 
hoá nhờ timidinkinaza của cả tế bào và virut, do vậy dạng hoạt tính của nó có cả ở trong 
tế bào nhiễm virut lẫn trong tế bào bình thường. 

Do có phản ứng phụ nên idoxuridin chỉ được dùng hạn chế trong các trường hợp 
như viêm giác mạc do virut herpes. 

— Triptoridin (Triptotimidin ; viroptic) có cấu trúc tương tự timidin, có tác dụng 
chống virut chứa ADN như virut herpes, đậu mùa, virut ađeno tốt hơn là idoxuridin. Sở 
đĩ có hoạt tính mạnh hơn là vì có tốc độ photphoryl hoá cao hơn 15 — 20 lần nhờ 
timidinkinaza đặc hiệu của virut. Dung dịch 1% cho hiệu quả điều trị viêm giác mạc do 
virut herpes cao hơn so với idoxuridin hoặc so với điều trị bằng thuốc mỡ vidarabin. 

8.1.3. Các chất có cấu trúc tương tự nucleosit được hoạt hoá chọn 
lọc nhờ timidinkinaza của virut 

Aecyclovir [9 — (2 — hydroxyetoxymetyl) guanin ; acycloguanosin] là chất có cấu 
trúc tương tự guanosin có khả năng ức chế sự nhân lên của một số virut herpes như 
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HSV ~ 1, HSV - 2, virut thuỷ đậu zona (VZV), virut Epstein — Barr (EBV) gây sốt 
tuyến. Do có hoạt tính kháng virut mạnh, ít độc lại đễ uống nên thường được dùng rộng 
rãi hơn vidarabin. Chất tự nhiên ở trạng thái trơ nên không có hoạt tính. Trong tế bào 
nhiễm chúng được photphoryl hóa nhờ timidinkinaza (TK) đặc hiệu của virut để chuyển 
thành dạng monophotphat sau đó nhờ TK của tế bào lại photphoryl hoá thành acyclovir 
đi —, rồi triphotphat. Chất này có ái lực mạnh nên cạnh tranh gắn với ADN ~ 
polymeraza của virut mạnh hơn cơ chất tự nhiên dGTP nên nó được ưu tiên gắn vào sợi 
ADN đang tổng hợp của virut và kết thúc sự tổng hợp ở đây, đo acyclovir thiếu nhóm 3” 
— QH cần cho sự tạo thành cầu nối photphodieter với nucleosit khác. Trong tế bào lành 
không có timidinkinaza của virut đo đó acyclovir không chuyển hoá thành đạng hoạt 
tính để ngăn cản tổng hợp ADN. Ngoài cơ chế trên, acyclovir còn tương tác với ADN — 
transcriptaza tạo liên kết vững chắc khiến cho enzym này mất khả năng tương tác với 
các cơ chất tự nhiên. 

Sự bất hoạt của ADN - polymeraza của HSV cũng là do enzym gắn chặt vào phức 
hệ acyclovirmonophophat với đoạn mồi do đó làm ngưng tổng hợp ADN. 

Một số dòng virut kháng lại acyclovir là do xuất hiện đột biến ở gen TK hoặc gen 
ADN - polymeraza. Đột biến ở gen TK làm mất khả năng tạo TK nên gọi là TK — , dẫn 
đến làm giảm hoặc làm mất hẳn khả năng photphoryl hoá acyclovir. Đột biến TK làm 
cho virut ít độc hơn cho động vật. 


Liêu dùng : Khác nhau tuỳ theo bệnh : 

— Viêm não do herpes sinplex. Tiêm tĩnh mạch 10 mg/kg, 8 giờ một lần trong 10 ngày. 

— Bệnh do herpes simplex đường sinh dục (sơ nhiễm). Tiêm tĩnh mạch 5mg/kg, 8 
giờ một lần trong 5 — 10 ngày. Hoặc uống 200 mg chia 5 lần/ngày trong10 ngày. Bôi tại 
chỗ bằng thuốc mỡ 5%, 6 lần/ngày trong 7 — 10 ngày thay cho uống. 

- Bệnh do ierpes sửnplex đường sinh dục (nhiễm hồi quy). Uống 200 mg/ngày chia 
5 lần trong 5 ngày. 

— Bệnh herpes simlex đa và niêm mạc. Nếu hệ miễn dịch bị tổn hại nhưng vẫn hoạt 
động thì tiêm tĩnh mạch 250mg/mỶ, 8 giờ một lần trong 7 ngày. Cũng có thể bôi thuốc 
mỡ 5%, 4 - 6 lần/ngày trong 7 ngày. Nếu hệ MD bị ức chế nghiêm trọng thì uống 
200mg/ngày chia làm 4 lần hoặc tiêm tĩnh mạch 5mg/kg, 12 giờ một lần. 

— Bệnh thuỷ đậu. Tiêm tĩnh mạch 500mg/m', § giờ tiêm một lần trong 7 ngày. 

— Bệnh mắt do herpes zosfer. Uống 600mg/ngày chia làm 5 lần trong 10 ngày. 

Acyclovir ít độc, hạn hữu gây rối loạn chức năng thận. 


8.1.4. Các chất ức chế enzym phiên mã ngược (RT) 
Các chất này tác động qua lại với enzym RT của virut ro, ví dụ HIV. 


— Zidovudin. Tên cũ là azidotimidin (AZT) (hình 8.1) hoặc retrovir (3' - azido — 2! 
— 3' — dideoxytimidin) là chất có cấu trúc tương tự timidin nhưng thay nhóm - OH ở vị 
trí C; của pentoza bằng nitơ. 
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Hình 8.1. Công thức cấu trúc của các chế phẩm chống virut, 


AZ“T tác dụng theo cơ chế ức chế cạnh tranh. Do có ái lực lớn hơn với enzym RT so 
với các cơ chất tự nhiên khác, nên ngăn cản sự tương tác của enzym này với cơ chất. Sự 
gắn AZT vào mạch thay cho timidin, cản trở sự gắn tiếp các nucleosit khác đo chất này 
không có nhóm 3' - OH cần cho sự tạo thành liên kết dieste 5' — 3' giữa 2 mạch axit 
nucleic. 

AZT ức chế mạnh HIV - I, HIV - 2 và các virut re/ro khác. AZT là chất đầu tiên 
được cơ quan Quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Mỹ(FDA) cho phép sử dụng để điều 
trị bệnh nhân nhiễm HIV, cận AIDS và AIDS. Thuốc có thể làm giảm sự truyền HIV 
qua thai nhi. : 

Liều dùng cho bệnh nhân có triệu chứng là 200mg, uống cách quãng 4 giờ, sau một 
tháng thì giảm còn 100mg cũng uống cách 4 giờ. Trường hợp chưa phát triệu chứng thì 
dùng 100mg, uống cách 4 giờ khi còn thức (500mg/ngày). 

AZT có thể gây phản ứng phụ như thiếu máu, gây giảm bạch cầu trung tính. 

— Zalcitabin (2', 3'—~ đidexoxyxitidin, đđC), còn có tên là HIVID được dùng trong 
điều trị nhiễm HIV khi virut đã kháng AZT cơ chế tác dụng giống như AZT. 


— Didanozin (21, 3' — didexoxyinozin, dd]) còn có tên là VIDEX : Cấu trúc tương tự 
như Zalcitabin nhưng có độ độc thấp hơn. 


— Sfavudin (2,3' — didehydro — 2' — dexoxytimidin, đ4T) : ức chế enzym RT giống 
như AZT. Gây độc cho gan và thần kinh. 


— Lamivudin (2',3' — đidexoxy, 3'dexoxytimidin, 3TC) : Tác dụng giống AZT. Khi 
phối hợp với AZ⁄T thường cho hiệu quả chữa AIDS cao hơn. 
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— Nevirapin (dipiridodiazepinon) và delavirdin cũng là các chất ức chế enzym RT 
nhưng không thuộc loại nucleosit. Các chất này có cấu trúc rất đa dạng. Chúng không 
gắn vào đúng vị trí dành cho cơ chất của enzym RT mà gắn vào bên cạnh, tức phần ky 
nước của phân tử enzym gây rối loạn chức năng của vị trí này. Khi dùng riêng (đơn trị 
liệu) dễ gây tình trạng kháng thuốc nơi HIV. 

Các chất kể trên được chuyển hoá thành dạng 5' - triphotphat nhờ enzym của tế bào 
xúc tác. Chất này ức chế cạnh tranh với enzym phiên mã ngược của HIV để gắn vào 
phân tử ADN đang tổng hợp. Do không có nhóm 3' - OH để tạo cầu nối photphodester 
với các nucleosit khác nên chúng khóa không cho kéo đài chuỗi. 

Trong thực tiễn lâm sàng đã xuất hiện HIV kháng lại AZT và các chất tương tự 
khác như ddC, 3TC, ddI và đ4T. Do vậy người ta khuyên nên dùng phối hợp nhiều loại 
thuốc với cơ chế tác dụng khác nhau. Ví dụ, một loại "cocktail" gồm 3 loại thuốc (tam 
liệu pháp) bao gồm một chất là chất tương tự nucleosit, một chất không phải là chất 
tương tự nucleosit và một chất là chất ức chế proteaza (PI). 


Famcyclovir: 9(4-acctoxy -3acetoxymcthylbut - ! - y|) guanin (Famvir) 
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Hình 8.2. Ví dụ về thuốc dựa trên các chất tương tự nucleosit được cải tiến để điều chế 
thuốc uống chống virut herpes Famcyclovir - thuốc uống có hoạt tỉnh mạnh hơn 
acielovir 5 tần, Famcyclovir là tiền chất và trong cơ thể chúng được chuyển thành dạng 
hoạt tính (pencyclovir). Sự biến đổi cấu trúc của Famcyclovir thành pencyclovir được 
đóng khung theo đường chấm 
(--—--~-~ ). Valaciclovir là thuốc uống mạnh hơn acyclovir 3 - 4 lần. 

Trong cơ thể gốc valin bị cắt để tạo thành acyclovir. 
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Brovavir: 1 -B-D-arabinofuranosyl-E-5-[2-bromovinyl] uracil 


Hình 8.3. Ví dụ về các loại thuốc dựa trên các chất tương tự nucleosit có hoạt tinh mạnh hơn trong 
điều trị VZV, 8 - propynyl ~ ara ~ : hoạt tính chống VZV mạnh hơn 10 lần so với acyclovir, hoạt tính 
chống virut herpes tuy kém hơn nhưng lại ít độc hơn, Brovavir chống virut herpes invitro mạnh hơn 
hàng ngàn lần so với acyclovir nhưng hoạt tính chống herpes lại kém hơn. Khi phối hợp với các thuốc 
dựa trên uracil có thể gây độc nghiêm trọng. 
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Hình 8.4. a) Cơ chất tự nhiên của proteinaza ở HIV - 1 ; 
b) Chất ức chế proteinaza saquinavir hoặc inviraza. Cả hai đều có 
phần đóng khung giống nhau. 


8.1.5. Các chất ức chế proteaza (PI-— protease inhibitors) 


Trong quá trình nhân lên của HIV, các polyprotein tiền chất được tạo thành bởi các 
gen øag và poÏ luôn có kích thước lớn sẽ được cắt bởi proteaza của HIV - 1 để tạo ra 
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các phân tử có kích thước ngắn hơn phù hợp với cấu trúc hạt virion. Chất ức chế 
proteaza cạnh tranh với polyprotein để gắn vào vị trí hoạt động của proteaza, ngăn cản 
sự cắt polyprotein của virut dẫn đến sự tạo thành các hạt virut không có khả năng gây 
nhiễm. Bốn loại PI đã được đưa vào sử dụng để điều trị HIV - 1 là inđinavir, rữonavữ, 
saguinavir và nelffnavir. Ba chất đâu là các chất thuộc loại giống như pepUit 
(peptidomimetic), còn chất sau — nelfinavir thì không phải là peptit. Do các virut kháng 
thuốc xuất hiện ngày một nhiều nên không nên dùng đơn độc một loại PI mà nên kết 
hợp nhiều loại thuốc khác nhau. Đột biến gen proteaza của HÍV — 1 là nguyên nhân đẫn 
đến tình trạng kháng PI của virut (hình 8.4). 


8.1.6. Các chất có cấu trúc tương tự nueleosit với phổ tác dụng rộng 
8.1.6.1. libautrin 


Ribavirnn (1ï — B — d— ribofuranosyl — 1,2,4 trizol — 3 — carboxamir) (hình 8.1) còn 
có tên là virazol hoặc ribamidyl là chất có cấu trúc tương tự nucleosit của guanosin và 
inosin được tổng hợp bằng con đường hoá học. Ribavirin có hoạt phổ rộng chống 27 
loại virut ARN và ¡2 loại virut ADN, trong đó có virut hợp bào hô hấp (RSV), virut 
cúm A, cúm B, virut á cúm (parainƒfTuenza), virut sốt Lassa và HIV. Thuốc đã được cơ 
quan Quản lí thực phẩm và Dược phẩm Mỹ(FDA) chấp thuận cho sử dụng dưới dạng 
khí dùng để điều trị cho trẻ đang bú và trẻ nhập viện mắc chứng viêm phổi do RSV. 
Mỗi ống thường đóng 20mg/ml, dùng liên tục trong 3 — 6 ngày. Đối với người lớn bị 
RSV nặng thì thuốc hầu như không có hiệu quả. 

Ribavirin cũng được dùng tiêm tĩnh mạch trong điều trị sốt lassa và có thể làm giảm 
tỷ lệ tử vong đáng kể ở bệnh này. 

Khả năng chống virut của ribavirin có thể theo 3 cơ chế sau : 

~ Cạnh tranh với guanosin để gắn vào enzym xúc tác cho sự tạo thành guanosin 
triphophat. 

— Ribavirin triphophat ức chế hoạt tính ARN — polymeraza phụ thuộc ARN của 
virut cúm và virut ÿ⁄ Cr2sse. 

— Gắn vào guanin đã metyl hoá ở đầu 5' của phân tử ARN của virut nên ngăn cản sự 
sao mã. 


6.1.6.2. Valacyclouir (tên thương mại là Valtrex) là ete L — valyl của 
acyclovir(hình 8.2), gần đây đã được cấp bằng sáng chế để trị HSV đường sinh dục và 
herpes zoster ở người lớn vẫn còn khả năng MD. Sau khi uống, valacyclovir nhanh 
chóng chuyển hoá thành acyclovir và làm tăng khả năng tiếp thu của cơ thể lên 3 — 5 
lần so với khả năng này ở acyclovir uống. Do công hiệu tăng nên giảm được số lần uống 
so với acyclovir. 


8.1.6.3. Famcyelouir 2[2(2 — amino — 9H — punn — 9 - yl) etyl] — 1,3 — propanediol 
diaxetat là dẫn xuất của guanin tổng hợp, khép vòng. Sau khi uống famcyclovir được 
chuyển hoá thành pencyclovir. Chất này có cấu trúc giống như acyclovir, có hoạt tính 
kháng virut mạnh, có khả năng ức chế HSV ~ I, HSV - 2 và VZV, 
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Khả năng tiếp thu sinh học của pencyclovir, sau khi uống liều 500 mg famcyclovir 
là 77% trong khi khả năng này ở acyclovir chỉ là 10 — 20%. Famcyclovir được sử dụng 
để điều trị bệnh zona cấp và nhiễm virut hezpes đường sinh dục. 

Cũng như acyclovir, dưới tác dụng của enzym TK của virut pencyclovir được 
photphoryl hoá thành đạng monophotphat sau đó nhờ kinaza của tế bào lại chuyển hóa 
tiếp thành pencyclovir triphotphat. Chất này ức chế ADN — polymeraza của HSV và 
VZ.V cạnh tranh với dGTP dẫn đến ức chế tổng hợp ADN và cuối cùng là ngăn cản sự 
nhân lên của virut. Khác với acyclovir triphotphat nó không phải là chất làm kết thúc 
chuỗi ADN. Việc xuất hiện HSV và VZV kháng pencyclovir là do đột biến gen TK và 
gen ADN - polyrmneraza. Các thể đột biến TK ~ kháng pencyclovir có thể kháng chéo 
VỚI aCVC]OViT. 

Hai chất mới là trifluridin (trifluoroumidin) là đồng phân timidin đã fluor hóa và 
1đoxuridin (5 — iodo — 2ˆ — deoxyuridin) là đồng phân timidin đã iot hoá đang được sử 
dụng để điều trị viêm giác mạc do HSV. 


8.1.6.4. Gancyclouir [9 — (1,3 — dihydroxy — 2 — propoxy) metylguanin] là một 
chất tương tự khác của guanosin có cấu trúc giống như acyclovir, có hoạt tính chống 
HSV và CMV. Hoạt tính chống CMV mạnh hưn acyclovir nhưng vì độc hơn nên chỉ 
dùng trong trường hợp nhiễm CMV nặng đường tiêu hoá, viêm thành phế nang hoặc 
viêm võng mạc. 

Cơ chế tác dụng của gancycloyir cũng giống như acyclovir. Dưới tác dụng của TK 
của virut, ganciclovir chuyển hoá thành dạng monophotphat sau đó dưới tác dụng của 
kinaza của tế bào lai chuyển hoá tiếp thành gancyclovir triphotphat. Chất này hoạt động 
như là chất ức chế cạnh tranh của ADN ~ polymeraza, nhưng khác với acyclovir ở chỗ 
nó không phải là chất kết thúc chuỗi ADN. 

Đã phân lập được các chủng đa kháng thuốc (multiresistant) cùng một lúc kháng lại 
gancyclovir, cidofovir và foscarnet. 


8.1.6.5. Foscarnet (Irisodiun photphonoformai) là một chất giống như 
pyrophotphat, có hoạt tính chống virut #£rpes, virut viêm gan B, HIV - 1. Là chất ức 
chế không cạnh tranh của ADN - polymeraza và enzym phiên mã ngược của HIV -~ I, 
virut erpes, virut viêm gan B. Foscarnet được dùng để trị viêm võng mạc do CMV và 
trị nhiễm HSV và VZ.V đã kháng lại acyclovir. Foscarnet có độc tính mạnh do làm giảm 
chức năng thận. Các chủng HSV kháng lại foscarnet thường lại mẫn cảm với acyclovir, 
điều đó chứng tỏ vị trí gắn của acyclovir triphotphat lên ADN — polymeraza của virut có 
thể khác với vị trí gắn của foscarnet. Virut ñerpes kháng foscarnet là do đột biến gen 
ADN ~ polymeraza của vìrut, 


8.1.6.6. Cidofooir [(S) — 1 — (3 — hydroxy - 2 — photphonylmetoxy — propyl) 
xytosin], viết tất là HPMPC, có hoạt phổ chống virut ađeno, virut herpes, virut irido, 
virut papoya và virut pox. Đã được phép dùng để dự phòng và điều trị viêm võng mạc 
đo CMV. Trong lâm sàng, được dùng để chống HSV đã kháng acyclovir và foscarnet. 
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Trong tế bào, cidofovir được chuyển hoá nhờ kinaza của tế bào thành dạng hoạt 
tính — cidoclovir diphotphat. Điều đáng chú ý là khác với acyclovir và các chất tương 
tự nucleosit khác, cidofovir không cần TK của virut và các kinaza khác xúc tác. 
Cidofovir diphotphat hoạt động như là cơ chất khác của dGTP và là chất ức chế ADN — 
polymeraza. Sự gắn hai phân tử cidofovir điphotphat liên tiếp vào ADN là rất cần để 
kết thúc chuỗi. Vì cidofovir không đòi hỏi TK của virut để photphoryl hoá nên nó 
chống được dạng TK của HSV và VZV, CMV kháng cidofovir là do đột biến gen 
ADN - polymeraza. 


8.2.INTERFERON 


Từ lâu người ta đã nhận thấy khi các tế bào bị nhiễm virut thì các tế bào ấy và các 
tế bào lân cận không bị nhiễm tiếp bởi chính các virut ấy và các virut khác. Năm 1937, 
Findlay và Mac Callum nhận thấy nếu nhiễm virut thung lũng Rift vào khi, sau đó 
nhiễm tiếp liều gây chết virut sốt vàng thì khỉ không bị bệnh sốt vàng. Hai ông gọi hiện 
tượng này là can thiệp (interference) của virut. 


Năm 1957, Alick Isaacs và Jean Lindenman ở Viện nghiên cứu Y học Quốc gia 
(London) đã tiến hành một thí nghiệm quan trọng mang tính lịch sử. Nhiễm virut cúm 
sống vào phôi gà đang phát triển mà trước đó đã nhiễm virut cúm bất hoạt bằng nhiệt 
thì virut mới không thể nhân lên được. Nếu nghiền phôi thành hỗn dịch rồi tiêm truyền 
vào phôi gà khác thì cũng ngăn cản sự nhân lên của các virut trong phôi gà. Hai ông cho 
rằng hiện tượng này có liên quan đến sự tạo thành trong tế bào nhiễm virut một chất đặc 
biệt và đặt tên cho nó là ¿zerƒferon viết tắt là IEN. 


8.2.1. Sự tạo thành interferon 


Interferon không phải chỉ do virut kích thích mà còn do hàng loạt các chất cảm ứng 
khác (:interferonogen) như các ARN lạ mạch kép, polysaccari của vi sinh vật, 
polynucleotit tổng hợp (polyIC, polyGC), một số thuốc gây giãn mạch như theophillin, 
pirydamol, dibazol, một số loại vacxin như vacxin phòng bại liệt Sabin, vacxin ho gà — 
uốn ván — bạch hầu, độc tố vi khuẩn, phức hợp KN - KT... Do đó rõ ràng thông tin để 
hình thành IFN không phải nằm trong genom của virut mà trong genom của tế bào. 

Hiện nay người ta biết đến 22 gen ở nhiều loại tế bào khác nhau của cơ thể người có 
khả năng sản xuất IFN như : đại thực bào, tế bào Iympho, tế bào NK, nguyên bào sơ, 
các tế bào thuộc các cơ quan MD trung tâm và ngoại vỉ (tuyến ức, tuỷ xương, lách, 
mâng payer... Ở trạng thái bình thường, các gen này bị ức chế. Chính virut và các chất 
cảm ứng tạo interferon khác có tác dụng giải kìm hãm và hoạt hoá các gen để chúng 
mã hoá tạo IFN. Ở người, các gen mã cho interferon nằm trên nhiễm sắc thể số 2, 5, 9 
và 12. 


8.2.2. Phân loại IEFN 
Các IFN được chia làm 2 typ : typ Í và typ II. 
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- Typ I bao gồm IEN - œ và IFN ~ B. IEN - œ có ít nhất 15 typ phụ có khối lượng 
phân tử khoảng 18kDa. Các gen mã hoá cho chúng 85% có tính tương đồng. Nguồn tế 
bào chính sản xuất IFN - ơ là bạch cầu đơn nhân. IFN - B là glycoprotein với khối 
lượng phân tử 20kDa. Là sản phẩm đơn gen. Tế bào chủ yếu sản xuất IFN ~ B là nguyên 
bào sơ. 

~ Typ II là [FN - y hay còn gọi là IFN miễn dịch vì chúng chủ yếu đo tế bào T hoạt 
hoá tạo thành nên thực chất cũng là một lymphokin. IEN là glycoprotein gồm hai chuỗi 
giống nhau với khối lượng phân tử 21 và 24kDa được mã bởi các gen giống nhau. 


8.2.3. Tỉnh chất của IFN 
IEN dễ bị các enzym phân giải protein như trypxin, pepxin, papain phá huý. IEN rất 
bền nhiệt, hoạt tính bị mất khi đun nóng 60 ~ 75°C trong một giờ hoặc đưn sôi 1009C 


trong 5 phút. Ở 4°C có thể bảo quản IFN trong nhiều tháng. IEFN cũng bên ở pH thấp, ở 
giá trị pH 2 hoạt tính hầu như không bị mất. 


TFN có tính KN yếu. Chúng xuất hiện sau ! - 2 giờ khi tế bào bị kích thích và tồn 
tại trong máu một vài ngày đến một vài tuần. Sự ức chế virut của IFN không mang tính 
đặc hiệu bởi vì chúng không tác động trực tiếp lên virion như KT mà chỉ cảm ứng để tế 
bào chủ sản xuất ra chất ức chế sự nhân lên của virut. Tuy nhiên, IEN lại có tính đặc 
hiệu loài. Ví dụ, IEN đo tế bào người sản ra chủ yếu chỉ có tác dụng ức chế sự nhân lên 
của virut trong tế bào người mà rất kém hiệu lực đối với tế bào chuột hoặc gà. Tương tự 
như vậy, IFN của tế bào chuột không có hiệu lực với tế bào người và gà. Tính đặc hiệu 
này do thụ thể đặc hiệu quyết định. Vì vậy, đây là sự hạn chế của IFN. 


8.2.4. Tác dụng sinh học của IFN 


— Chức năng sinh học quan trọng nhất của IFN là cảm ứng để tế bào sản ra protein 
ngăn cản sự khởi đầu dịch mã và phá huỷ mARN của virut. Bằng chứng là ở các bệnh 
nhiễm virut như cúm, sởi, sốt xuất huyết, viêm não Nhật Bản..., vào những ngày đầu 
IFEN xuất hiện trong máu với hàm lượng tăng dân. Lượng IFN càng tăng thì số lượng 
Virut càng giảm và bệnh càng mau bị đẩy lù:. Nhiều người cho rằng vai trò ức chế sự 
nhân lên của virut chủ yếu là do IFN vì IEN được hình thành tại chỗ và nhanh chóng 
hơn KT đặc hiệu, còn KT xuất hiện sau chỉ có tác dụng lâu dài chống tái nhiễm. 

— TFN có tác dụng ức chế sự tăng sinh nhanh chóng của tế bào ác tính, điều này 
cũng là do tác động ngăn cản quá trình tổng hợp protein. [FN - œ được dùng để ức chế 
sự tăng sinh của các tế bào ung thư, ví dụ ung thư bạch cầu tế bào tua (tế bào ác tính 
Iympho B có tua sinh chất), u mạch (angioma) ở trẻ... 

~ TFN có vai trò hoạt hoá tế bào NK để chúng phá huỷ tế bào đích nhiễm virut. 

— TEN có tác dụng tăng cường sự biểu hiện của glycoprotein MHC - I và II trên bể 
mặt tế bào, tạo điều kiện cho các tế bào của hệ thống miễn dịch nhận diện KN virut. 

— TFN - y với tư cách là Iymphokin tham gia vào quá trình điều hoà miễn dịch, thúc 
đẩy quá trình biệt hoá của lympho T, NK, ĐTB. 
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~ Có ý kiến cho rằng, [FN ngăn cản sự nhân lên của virut bằng cách hạn chế sự xâm 
nhập của virut vào tế bào, ức chế quá trình "cởi áo" và sự nảy chổi để giải phóng virut 
khỏi tế bào. 

8.2.5. Cơ chế tác dụng của IFN 

Khi virut hoặc các tác nhân cảm ứng sản sinh IFN khác xâm nhập vào tế bào 
eukaryote, sau vài giờ hoặc thậm chí sau một ngày IFN sẽ được hình thành. IFN sẽ chui 
qua màng sinh chất ra ngoài, gắn vào thụ thể đành cho nó trên mặt tế bào lân cận. Có 
hai loại thụ thể đặc hiệu dành cho IEN. Một loại dành chung cho cả IEN — œ và IFN - B 
và một loại dành cho TEN - y. IFN tác động như một hocmon, nhờ AMP vòng tác động 
vào nhân tế bào cảm ứng bộ gen tế bào tổng hợp ít nhất 2 enzym là kinaza và 2, 5 - 
oligoadenylat syntetaza. Cả 2 loại enzym này đều được hoạt hoá nhờ ARN kép do virut 
cảm ứng tạo thành. Điều đó có nghĩa là các enzym này chỉ được hoạt hoá khi có 
virut xâm nhập vào tế bào. Kinaza làm bất hoạt một enzym cần cho sự lắp ráp riboxom, 
do đó ức chế tổng hợp protein. Còn 2, 5 oligoadenylat syntetaza hoạt hoá enzym 
ribonucleaza phá huỷ mARN của virut và do đó cũng ức chế luôn quá trình tổng hợp 
protein của virut. 


8.2.6. Sử dụng trong điều trị 


Cho đến nay chưa có kháng sinh hữu hiệu chống virut, do đó IFN được xem là biện 
pháp lý tưởng để chống bệnh do virut gây ra. Vì tầm quan trọng như vậy nên IFN đã 
được đầu tư nghiên cứu và sản xuất ở quy mô thương mại. Bằng kỹ thuật tái tổ hợp 
ADN, gen tạo IFN của người được tách dòng và gắn vào £. coi để chúng sản ra một 
lượng đáng kể IFN trong nồi lên men. Nhờ vậy, người ta chế tạo được cả 3 loại IFN - œ, 
B và y với độ tình khiết cao và được đánh giá là có tính công hiệu với nhiều loại virut 
gây bệnh. 

Kết quả thí nghiệm cho thấy IFN nhỏ mũi có hiệu quả cao chống virut gây bệnh 
đường hô hấp mặc dù ở một số người có thể bị kích ứng niêm mạc mũi. 

IEFN cũng thu được kết quả rất khả quan trong các trường hợp ung thư vòm họng, 
ung thư não, ung thư cổ tử cung, chống virut h¿rzpes gây mụn rộp đường sỉnh dục, virut 
gây bệnh u nhú. Hiện nay IFN đang được dùng kết hợp với ribavirin để chống virut 
viêm gan B, € và được coi là thuốc phụ trợ Z2DV (AZT) trong điều trị AIDS. 


8.2.7. Hiệu quả kháng virut của yếu tố hoại tử ung thư (TNE - Tumour 
necrosis factor) 


TNF có một số hoạt tính kháng virut tương tự như TEN — y, nhưng theo một con đường 
khác. Người ta xử lý tế bào nuôi cấy mô bằng TEN trong 24 giờ trước khi thêm virut gây 
viêm miệng dạng mụn (VSV ~— vesicular stomatitis virus) sẽ hạn chế sự nhân lên của 
virut trong khi đó IFN — y không cỏ tác dụng. Ngược lại, khi nhiễm virut viêm não cơ 
từn (EMCV - encephalomyocarditis virus) thì IFN ~ + lại có hiệu quả hơn so với TNE. 
Nhưng nếu dùng cả IEN - y và TNF thì có tác dụng hiệp đồng chống virut ARN. Tác 
dụng tương tự cùng thấy ở virut ADN chẳng hạ-- đối với virut herpes simplex (HSV). 
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8.2.8. Chế tạo IFN 


Phương pháp chế tạo IFN đầu tiên do người Phần Lan đưa ra. Ông chiết tế bào bạch 
cầu từ máu rồi cho nhiễm virut để các tế bào này tổng hợp IEN. Phương pháp có giá 
thành cao vì nguồn cung cấp hạn chế. 


Năm 1980, các nhà khoa học Mỹ tách gen mã hoá IFN cấy vào tế bào nấm men để 
sinh IEN, sau này thường dùng Z. cøi¡ thay cho nấm men. 

Trước đây khi dùng tế bào bạch cầu, mỗi tế bào chỉ tạo 100 — 1000 phân tử IFEN, 
nay sản xuất bằng Công nghệ Sinh học mỗi tế bào có thể cho 200000 phân tử tức là tăng 
100 — 1000 lần. 


Năm 1982, Trung Quốc đã sản xuất thành công IFN bằng phương pháp công nghệ 
sinh học. 


Năm 2000, Việt Nam phối hợp với các nhà khoa học Dcraina đã sản xuất thử thành 
công IFN - ơ tại Viện Vacxin Nha Trang theo công nghệ dùng phage của E.coi¡ làm 
vectơ, do đó việc chiết IFN dễ dàng hơn. 


8.3. CÁC PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU PHÁT TRIỂN THUỐC MỚI 
CHỐNG VIRUT 

8.3.1. Thuốc dựa trên axit nucleie 

8.3.1.1. Gen có trình tự nucleotit ngược (đối nghĩa, antisense) 


Năm 1981, Tomizawa phát hiện ra một chất ức chế quá trình sao chép gọi là ARN 
đối nghĩa (antisense RNA). Các mARN được sao chép từ mạch bổ sung với mã của 
primer nên có trình tự nucleotit ngược (gọi là antisense) (hình 8.5). 


Protein điều hoà 


sã: Oligonueleotit bẫy 
/ : €) Oligonucleotit antigen 


ADN virut 
Vùng điều hoà (2 Vùng mã hoá 
ARN antisense 
Cắt mARN hoặc ARN 
— —zS2“z———~=——————=— genom của virut 
_ 1 Ribozym 
Hình 8.5. Thử nghiệm thuốc chống virut dựa trên axit nucleic. 


1, Bẫy oligonucleotit ; 2. Anfi - gen oliogonueleotit ; 3. Antisense ; 4. Ribozym 
(Theo Harper Ð.R. Molecular Viriology, and ed., Springer and Bios Scientific Publisher, 1998) 
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~ ARN antisense có thể bắt cập với những đoạn ADN tương ứng để ức chế sao chép. 


ARN antisense có thể bất cặp với mARN để kìm hãm tổng hợp protein. Bằng kỹ 
thuật tách dòng có thể tạo ra ARN antisense cho một øen nào đó bằng cách quay ngược 
gen trên vectơ biểu hiện 


— Để kìm hãm hoạt động của gen nào đó không đòi hỏi phải có cả phân tử ARN 
antisense mà chỉ cần một đoạn ngắn gọi là oligonucleotit antisense. Nhiều 
oligonucleotit antisense được tổng hợp và dùng như một loại thuốc để ức chế gen đích. 


Nếu đưa oligonucleotit antisense vào tế bào nhiễm thì chất này sẽ cặp đôi với ARN 
genom hoặc mARN của virut và ngăn cản sự nhân lên của virut theo nhiều cách : 

+ Làm mất chức năng của ARN vì khoá nó ở dạng sợi đôi nên để bị phân giải bởi 
nucleaza đặc hiệu của tế bào. 


+ Bản thân sợi ARN kép là một chất cảm ứng mạnh, tạo thành interferon tại chỗ, có 
tác dụng ngăn cản sự nhân lên của virut. 


Để có ARN antisense có thể đưa trực tiếp oligonucleotit - ARN vào tế bào hoặc 
đưa một gen tổng hợp vào tế bào, để gen này tổng hợp oligonucleoti — ARN antisense. 


Việc sử dụng oligonueleotit không đơn giản vì chúng dễ bị enzym phân giải và vì tế 
bào khó hấp thụ chúng. Tuy nhiên, nếu có sự cải biến hoá học, chẳng hạn như thay một 
trong các phân tử photpho trong các nhóm photphat của oligonucleotii bằng lưu huỳnh 
thì có thể làm cho oligonucleotit kháng lại sự tác động của enzym thuỷ phân và làm 
tăng nồng độ của nó trong tế bào. 

Oligonucleotit cải tiến cũng đã được thử nghiệm dùng làm thuốc chống viru1. 

3.1.2. Anti — gen 


Một thử nghiệm tương tự là dùng các oligonucleotit đối gen — antigen (khác với 
antisense và đừng nhầm với antigen là KN). Anu - gen gắn vào ADN của virut tạo một 
vùng ngắn mà ở đấy ADN xoắn kép trở thành xoắn 3 (triple helix). Vùng này bền do 
trong oligonucleotit có các bazơ bất thường và đo được gắn về mật hoá học các chất xen 
vào phân tử ADN (chất này trượt giữa các mặt của sợi xoắn kép). Sự tạo ra cấu trúc này 
đã ức chế phiên mã cũng như sự tương tác với các protein điều hoà trong vùng xoắn 3. 

3.1.3. ARN — mồi bấy (decoy RNA) 

Một thử nghiệm khác có triển vọng là đưa gen vào tế bào để tổng hợp các đoạn 
ARN bãy (RNA - decoy) ngắn. Các đoạn oligonucleotit này tương ứng với vùng điều 
hoà nằm trên genom hoặc trên các bản sao genom của HIV, Chúng gắn tương ứng với 
protein điều hoà và ngăn cản chức nãng của các protein này. 

Nằm trong vùng ấy có yếu tố TAR (đáp ứng hoạt hoá trans — trans activation 


response) và phân tử RRE (REV - response). - ác protein điều hoà như Tat (protein 
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hoạt hoá trans) của virut gắn vào vùng TAR trên ADN của virut, ngăn cản sự kết thúc 
phiên mã, còn protein Rev của virut gắn vào RRE cho phép vận chuyển mARN. Cả 2 
chức năng này rất cần cho sự nhân lên của virut. Nếu làm mất chức năng này virut sẽ 
không nhân lên được. 


8.3.1.4. Ribozym là tên ghép giữa hai từ axit ribonucleic và enzym, đó là phân tử 
ARN có thể tự xúc tác để phân cắt bản thân nó hoặc phân cắt phân tử ARN khác. 


Năm 1981, lần đầu tiên người ta phát hiện ra RN ~ aza P là phân tử enzym có hoạt 
tính xúc tác phản ứng hoàn thiện tARN mà thành phần ARN của nó là ribozym. 
Ribozym hoạt động như là một endonucleaza. Có một intron trong rARN của 
Tetrahymena (1 loại động vật nguyên sinh) có thể tự tách ra khỏi đoạn ARN sao invitro 
khi không có protein. Quá trình này gọi là tự ghép nối (self — splicing) và đòi hỏi phải 
có guanosin hoặc chất đẫn xuất đã được photphoryl hoá dùng làm co — factor. 

Trong quá trình sao chép ARN genom của viroit thực vật nhờ polymeraza sẽ liên 
tục tạo thành phân tử ARN dài gọi là concateme. Sau khi hoàn thành một vòng khuôn, 
các phân tử này sẽ gấp và tự cắt thành các monome có chiều dài đúng bằng kích thước 
của genom viroit. 

Các nhà nghiên cứu có thể thiết kế các ribozym tổng hợp để cắt các phân tử ARN 
định hướng thành đạng cis hay trans. Gần đây ribozym được đặc biệt quan tâm để ngăn 
cản sự nhân lên của virut (hình 8.5). 


8.3.2. Thuốc có nguồn gốc thảo mộc 


Hội nghị quốc tế gần đây họp tại Yokohama (Nhật Bản) đã nhấn mạnh tầm quan 
trọng của việc kết hợp nhiều loại thuốc trong điều trị HIV/AIDS. Việc sử dụng các loại 
thuốc có nguồn gốc thảo mộc góp phần nâng cao hiệu quả điều trị. 

Nhiều thử nghiệm đã cho thấy : 

— Prostatin chiết từ cây Homolanthus nutans (họ thầu dầu) mọc trong rừng Samoa 
(Polynezi) thường dùng để điều trị sốt vàng, trong thành phần có chất kích thích hoạt 
hoá tế bào T4. 

— Tricosaniin tách từ rễ cây họ bầu bí thường dùng làm thuốc phá thai ở Trung 
Quốc cũng có khả năng kháng HIV cao. 

— Conocurvon chiết được từ một cây họ Bầu bí (Conospernum) có hoạt tính kháng 
HIV rất cao. Tuy nhiên, hàm lượng trong cây rất thấp, 0,0022% 

— Calanoli: A chiết từ cành và quả của cây Calophyllum lanigerum mọc ở Malaysia 
và cây tương tự là Calophyllưm teysmanni cho chất costatolit, nhưng hoạt tính chống 
HIV chỉ bằng 1/3 calanoit A. 

Các chất đang được nghiên cứu nhiều nhất là tricosantin, hyperixin (cây #fyperin) 
và catanospermin. 
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Các thuốc thảo mộc thu hái trong rừng ngày một cạn. Cây Calophyllum lanigerium Ở 
Malaysia cũng không còn tìm thấy nữa. Do vậy, công tác bảo tổn nguồn thuốc thảo mộc 
thiên nhiên là trách nhiệm của mọi dân tộc và phải được coi là tài sản của cả nhân loại. 


8.4. CƠ CHẾ KHÁNG THUỐC CỦA VIRUT 


Cũng như các cơ thể sinh vật khác, trong quá trình tiến hoá, virut luôn biến đổi để 
thích nghi với điều kiện môi trường bất lợi. Do virut có cấu tạo rất đơn giản và sự nhân 
lên hoàn toàn phụ thuộc vào tế bào nên tần số đột biến của virut rất cao. 


Vấn để kháng thuốc của virut đã gây trở ngại rất lớn cho công tác điều trị. Tính 
kháng thuốc có thể xuất hiện sau một thời gian dùng thuốc nhưng thậm chí có thể chỉ 
sau một lần đùng thuốc và tính chất này lại được truyền cho thể hệ sau. Cơ sở của sự 
biến đổi di truyền tính kháng thuốc ở virut dựa vào 2 quá trình khác nhau : Đột biến và 
chọn lọc, trong đó môi trường luôn đóng vai trò quan trọng như là chất cảm ứng gây đột 
biến cũng như yếu tố chọn lọc. 

Virut herpes kháng acyclovir là do thiếu hoặc do biến đổi cấu trúc enzym 
timidinkinaza. 

Virut kháng gancyclovir là do chúng làm giảm mức độ photphoryÌ hoá bên trong tế bào 
bị nhiễm. Nguyên nhân là do có sự thay đổi cấu trúc của các enzym photphotransferaza 
và ADN polymeraza của virut. 


Virut HIV kháng lại zidovudin rất nhanh chóng do có đột biến gen mã cho enzym 
phiên mã ngược, dẫn đến làm giảm ái lực của enzym này với zidovudin. 

Nevirapin cũng bị virut kháng lại rất nhanh, thậm chí chỉ sau vài tuần sử dụng là do 
có đột biến điểm làm thay đối cấu trúc của các đoạn enzym phiên mã ngược tương tác 
với chế phẩm cytozinarabinozit (ara — C) và ribavirin có phổ tác dụng rộng tấn công vào 
các giai đoạn khác nhau của quá trình trao đổi chất của tế bào, do đó cho đến nay chưa 
thấy xuất hiện virut kháng lại các thuốc này. 


Để khác phục tình trạng trên, giới y học đã có đối sách sau : 


- Phối hợp nhiều loại thuốc có cơ chế tác dụng khác nhau (đa trị liệu) theo kiểu 
rượu cocktail. 


— Sử dụng loại thuốc tác động vào giai đoạn sớm trong quá trình nhân lên của virut. 
Các công ty dược phẩm cũng đã cho ra đời nhiều loại chế phẩm thương mại dạng 


hỗn hợp để trị HIV như combivir (AZT + lamivudin), videx (DDI + idanosin), ZerIt 
(stavudin + D4T). 


8.5. VACXIN CHỐNG VIRUT 


Kể từ khi Edward Jenner (1749 — 1823) tìm ra phương pháp chủng mủ đậu bò cho 
người để phòng bệnh đậu mùa đến nay đã hơn 200 năm. Ngày nay, vacxin được coi là 
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thành tựu vĩ đại nhất của y học hiện đại. Công tác tiêm chủng đã được thực hiện ở tất cả 
các quốc gia và đã thực sự trở thành tấm lá chắn để chống nhiều bệnh do virut gây ra. 
Nhờ có vacxin mà hàng trăm triệu người trên thế giới đã thoát khỏi bệnh tật và thần 
chết. Thế nhưng vẫn còn nhiều bệnh hiểm nghèo do virut gây ra chưa tìm được vacxin 
dự phòng. 

Vacxin là chế phẩm KN gây trạng thái MD mà không gây bệnh. Vacxin dùng để 
kích thích ĐƯỰMD nguyên phát (đáp ứng lần 1) làm tăng tế bào nhớ và khả năng 
ĐUMD nhớ khi tiếp xúc với KN ấy trong tương lai. KN trong vacxin không cần gắn với 
tác nhân gây bệnh thực sự mà chỉ cần kích thích cơ thể sản xuất KT hoặc xytokin. KT 
hoặc tế bào T sản sinh cytokin sẽ phản ứng với KN gắn với tác nhân gây bệnh thực sự. 


Đa số các vacxin vẫn được sản xuất theo phương pháp truyền thống, một số vacxin 
thế hệ mới như vacxin tái tổ hợp, vacxin dựa trên axit nueleic cũng đang được thử 
nghiệm và bắt đầu đưa vào sản xuất. Hiện nay có 4 loại vacxin : 

— Vacxin giảm độc lực (attenuated) sử dụng virut sống. 

— Vacxin bất hoạt (inactivated) sử dụng virut chết. 


— Vacxin từng phần hay vacxin dưới đơn vị (subunit) sử dụng protein tính sạch hoặc 
8lycoprotein của virut. 


— Vacxin tạo dòng (cloned) sử dụng peptit KN do các gen tạo đòng của virut mã 
hoá, trong đó có vacxin dựa trên ADN. 


8.5.1. Vacxin giảm độc lực 


Đa số các vacxin giảm độc lực là vacxin chống virut. Người ta tuyển chọn các virut 
đã đột biến cho nhân lên nhiều lần trong tế bào nuôi cấy ở nhiệt độ thấp. Ví dụ, vacxin 
Sabin dạng uống chống bệnh bại liệt là loại điển hình của vacxin sống giảm độc lực 
được sản xuất từ những năm 1950. Đó là hỗn hợp gồm 3 serotyp virut pol¿o khác nhau 
về di truyền, có khả năng nhân lên trong tuyến nước bọt và đường tiêu hoá nhưng không 
xâm nhập được vào mô thần kinh nên không gây chứng bại liệt. Virut được làm giảm 
độc lực bằng cách cấy truyền liên tục trong tế bào thận khỉ. Vacxin này rất ổn định và 
gây MD kéo dài. Virut xâm nhập vào tế bào màng nhày và ống tiêu hoá nên kích thích 
tạo lgA. Từ năm 1963 vacxin đã được đưa vào chương trình tiêm 'chủng mở rộng ở 
phạm vi toàn cầu. 


Tương tự như vậy các vacxin sởi, quai bị, sởi Đức (rubella) và sốt vàng cũng dùng 
các chủng virut giảm độc lực. Ứu, khuyết điểm của các loại vacxin được tóm tắt trong 
bảng 8.1. 


122 


Bảng 8.1. ƯU ĐIỂM VÀ NHƯỢC ĐIỂM CỦA CÁC LOẠI VACXIN ĐANG LƯU HÀNH 


Loại vacxin Ưu điểm Nhược điểm 
Đơn giản, dễ sản xuất Có thể gây bệnh nhẹ 


Giá thành rẻ, tương đối ổn định Có thể chuyển thành dạng gây bệnh 
Vacxin giảm 2 2c Ên : ¿ : 3 :£8 › 
độc lực Gây MD kéo dài Virut có thể bị chết cần bảo quản lạnh 
(sống) Không cần tiêm nhiều lần Có thể bị nhiễm virut. 














Chứa genom virut có thể gây bệnh hoặc 
ung thư. 










Đơn giản, dễ sản xuất. Cần nuôi tạo lượng virut lớn, có thể cần tá 
Giá thành rẻ, ổn định. chất bộ trợ. 





Vacxin St Âu „ í ñ A 
bếthEgi Không cần bảo quản lạnh. Tính Mộ có thể không cao ˆ 
(chết) Khả năng nhiễm virut sống rất ít Có thể phải tiêm nhắc lại nhiều lần. 







Chứa genom virut có thể gây bệnh hoặc 
ung thư. 


Sản xuất phức tạp, cần chất bổ trợ 
Giá thành thường cao 







Gây ĐƯMD định hướng với từng 
phần của virut. 


hước trở lại thành virut để lây... cận hệ thống nuôi để thu lượng virut lớn 
Tính MD có thể không cao 


Có thể phải tiêm nhắc lại nhiều lần 


Vacxin từng 
phần tinh sạch | Khả năng nhiễm virut sống thấp 


Ổn định, có thể không cần bảo ! l 
quản lạnh Có thể chứa cả hạt virut hoặc genom virut 


Gây ĐƯMD định hướng với từng Nghiên cứu phức tạp, chỉ phí cao 


BHSEELE VEN, Cần chất bổ trợ 
VWexll Hiền trở lại thành virut để lây Tính MD có thể không cao 


tách dòng ụ ` b : Có thể cần tiêm nhắc lại nhiều lần 
Khả năng nhiễm virut sống thấp x bo hành 


Ổn định, có thể không cần bảo 
quản lạnh 


8.5.2. Vacxin bất hoạt hay vacxin chết 

















Virut được giết chết bằng hoá chất để chúng không còn khả năng nhân lên nữa. Ví 
dụ, điển hình là vacxin chống bại liệt Salk dạng tiêm. Vacxin chứa 3 serotyp virut pøfiø 
nuôi cấy mô, làm bất hoạt bằng B — propiolacton hoặc formalin. Hai liều 1ml tiêm bắp 
hoặc tiêm dưới đa cách nhau 3 năm sau đó được tiêm nhắc lại 2 liều nữa. Vacxin chết 
an toàn vì virut không nhân lên được nhưng lượng KN cũng không tăng lên. Muốn có 
mức IgG cao thì phải tiêm nhắc lại nhiều lần nên cũng gây phiền phức. 

Vacxin dại được sản xuất từ não cừu nhiễm virut dại. Dung dịch não 4% chứa virut 
được làm bất hoạt bằng dung dịch phenol 0,5% ở 37°C. Có thể cấy virut vào phôi vịt và 
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làm bất hoạt bằng B — propiolacton (BPL). Hiện nay virut được cấy vào tế bào nuôi 
cấy mô. 

8.5.8. Vacxin từng phần là vacxin không dùng toàn bộ hạt virion mà chỉ đùng 
một vài thành phần của virion. Ví dụ, dùng protein capsit hay gÏycoprotein vỏ ngoài, do 
đó còn gọi là vacxin đưới hạt (subvirion) hay dưới đơn vị (subunit). Sở dĩ không dùng 
virut nguyên vẹn là vì các lý do sau : 

~ Nhiều loại virut không có khả năng nhân lên trong các tế bào nuôi cấy (virut viêm 
gan B). 

— Một số virut được coi là rất nguy hiểm nên không đảm bảo an toàn khi sản xuất, 
kể cả vacxin sống lẫn vacxin chết (ví dụ HIV). 

~ Một số vacxin nguyên vẹn có thể ảnh hưởng đến cơ thể do gây phản ứng phụ 
(vacxin cúm). 


Các protein capsit hoặc glycoprotein vỏ ngoài (gp120 của virut HIV hoặc 
hemaglutinin của virut cúm) thường gắn vào receptor trên bể mặt tế bào. Chúng có thể 
thu được từ huyết tương bệnh nhân sau đó làm bất hoạt (ví dụ HBsAg) hoặc có thể sản 
xuất được bằng kỹ thuật tái tổ hợp ADN (HBsAg). 


8.5.4. Vacxin tạo dòng 


Gen mã hoá cho một KN của virut gây bệnh cũng có thể được tách rời đưa vào vật 
chủ thông qua vectơ là plasmit hay virut (virut vacc¿nia). Virut nhân lên và biểu hiện 
KN là sản phẩm của gen tạo dòng. Ví dụ, trước đây để sản xuất vacxin viêm gan B 
người ta phải dùng huyết tương của người bị viêm gan B mãn tính làm nguyên liệu để 
tách tỉnh sạch KN bẻ mặt HBsAg. Vacxin này rất đất tiền song với chiến lược tiêm 
phòng vacxin như hiện nay thì nguồn cung cấp huyết tương không thể đáp ứng, hơn nữa 
việc thanh lọc để loại tác nhân gây bệnh ra khỏi huyết tương là rất phức tạp, nếu không 
cẩn thận có thể gây hậu quả khôn lường. 

Phương pháp mới là sản xuất vacxin viêm gan B tái tổ hợp. Gen mã cho HBsAg 
được tách bằng enzym giới hạn sau đó gắn vào plasmit. Biến nạp plasmit tái tổ hợp vào 
E.coli tôi chuyển vào Pichia pastoris (có hãng dùng Saccharomyces cerevisiae). KN 
này có khả năng đáp ứng MD bảo vệ mà không gây bệnh. Do sản xuất ở quy mô công 
nghiệp nên giá thành rẻ. Ở Mỹ trước kia một liều 100USD thì nay chỉ còn vài USD. Ở 
Việt Nam, Viện Vệ sinh Dịch tễ học Hà nội cũng bất đầu nghiên cứu sản xuất loại 
vacxin này. 

Virut vaccima là virut thuộc chỉ Ór(hopoxvirws có nguồn gốc từ virut đậu bò 
(cowpox), đã được sử dụng trong một thời kỳ lịch sử đài làm vacxin chống bệnh đậu 
mùa (smallpox). Virut vaccimia có khả năng nhiễm vào nhiều loại vật chủ nhưng không 
gây bệnh và có khả năng nhân lên trong nhiều loại tế bào nuôi cấy, thậm chí vào nhiều 
dòng tế bào mà ở đó chúng không hoàn thiện được chu trình nhân lên, do đó tế bào 
không bị tan nên rất thuận tiện để làm vectơ. Virut waceinia tái tổ hợp có thể biểu hiện 
gen sớm tạo ra protein KN (ví dụ KN bề mặt của virut viêm gan B - HBsAg). KN này 
kích thích lâu dài ĐƯMD qua trung gian tế bào. 
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8.5.5. Vacxin dựa trên ADN 


Gen mã hoá cho KN của virut gây bệnh được tạo dòng rồi gắn vào plasmit. Đưa 
plasmit tái tổ hợp vào cơ thể bằng cách vi tiêm hoặc bằng súng bắn gen. 


- Thường được tiêm vào cơ để đưa gen trực tiếp vào một số tế bào và các tế bào 
xung quanh mũi tiêm cũng có thể hấp thụ được gen. 


— Súng bắn gen dùng để bắn plasmit vào tế bào nằm trên bề mặt của cơ thể (qua da 
và niêm mạc) nhờ sử dụng tốc độ cao của vi đạn đạo (microprojectile giống như tên lửa 
đấy). Vị đạn là các hạt vàng hay vonfram có kích thước cực nhỏ (1 — 4nm) được bao 
bọc bởi ADN và được gắn vào viên đạn lớn. Khi bắn, ngòi nổ làm thuốc cháy tạo áp lực 
lớn đẩy viên đạn lớn đi với vận tốc cao trong nòng. Đầu súng có tấm chắn, ở giữa có lẻ, 
ngăn không cho viên đạn lớn ra khỏi nòng nhưng đẩy được vi đạn bắn ra qua lỗ theo 
hình loe. 


— Khi đạn ở trong tế bào, các plasmit tái tổ hợp chui vào nhân phiên mã rồi chui qua 
màng nhân để tổng hợp protein KN trên riboxom của tế bào. Protein KN có thể chui qua 
màng ra khỏi tế bào để trở thành KN tự do kích thích ĐƯMD thể dịch (sản xuất KT) 
hoặc được chế biến, phân cắt bên trong tế bào thành các peptit rồi đưa ra bể mặt tế bào 
để kích thích ĐƯMD qua trung gian tế bào (thông qua tế bào T độc). 


— Vacxin dựa trên ADN rất an toàn vì gen độc được loại trừ, hiệu lực ổn định và dễ 
bảo quản, nên thuận tiện cho sử dụng ở các vùng sâu vùng xa. 


— Có thể thiết kế một loại vacxin đa giá do trên cùng một plasmit chứa nhiều gen 
mã hoá cho các protein KN khác nhau. Vacxin này sẽ rất tuyệt vời vì có thể đơn giản 
hoá được tiến trình tiêm chủng mở rộng. 


Hội nghị bàn về vacxin chống HIV diễn ra hồi đầu năm 2001 tại Philadelphia (Mỹ) 
cho thấy công cuộc nghiên cứu chế ngự AIDS đã thu được kết quả nhảy vọt. Nhiều loại 
vacxin đang được thử nghiệm trên người, trong đó đáng chú ý là vacxin dựa trên ADN 
đã tỏ ra có khả năng tăng cường MD đáng kể nơi người sử dụng. Chắc chắn không bao 
lâu nữa bệnh AIDS sẽ không còn là mối hiểm hoa lớn nhất của loài người. 


Người đặt nền móng cho việc nghiên cứu và sản xuất vacxin ở Việt Nam là Yersin, 
học trò xuất sắc của Louis Pasteur, người bạn của nhân dân Việt Nam. Ông đã thành 
lập Viện Pasteur Việt Nam - chi nhánh hải ngoại đầu tiên của Viện Pasteur Paris tại 
Đà Lạt. 


Trải qua nhiều bước thăng trầm của lịch sử, trong bối cảnh của nên kinh tế gặp rất 
nhiều khó khăn, việc nghiên cứu và sản xuất vacxin đã không những phát triển mà còn 
đạt được nhứng tiến bộ đáng khâm phục. Trong số 10 KN dùng cho tiêm chủng mở rộng 
hiện nay thì Việt Nam đã sản xuất được 9 loại. UNICEF đánh giá Việt Nam là nước 
đứng hàng thứ hai trên thế giới về thành tích tiêm chủng mở rộng. Năm 2000, Phó chủ 
tịch nước Nguyễn Thị Bình đã trịnh trọng tuyên bố trước thế giới : Việt Nam đã thanh 
toán xong bệnh bại liệt. Khó khăn còn nhiều nhưng những gì Yersin mơ ước đang được 
thực hiện. 
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B - PHẦN CHUYÊN ĐỀ 


^ 





CÁC VIRUT GÂY BỆNH Ở NGƯỜI VÀ ĐỘNG VẬT 


Bảng B.1.. ĐẶC ĐIỂM VIRUT ADN GÂY BỆNH CHO NGƯỜI 
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: Số Vỏ N Kích thước 3 240ï. svÉt 3 
Họ virut sợi ARN | ngoài Capsit ®(nm) Chỉ đại diện (bệnh) 

Poxviridae Kép + | Phức tạp | 200-300 | Orthopoxvirus (đậu mùa) 
Simplexvirus (HSV ~ 1) 
Varicellovirus (thuỷ đậu} 
Cyiomeganovirus 
(khuyết tật bẩm sinh) 

Herpesviridae Kép + Đa diện | 150 - 200 Lyphocryptovirus - EBV 
(bạch cầu đơn nhân gây nhiễm, 
u Burkitt) 
Roseolovirus (HHV ~ 6) 
(ban đào ~ roseola) 

Papillomaviridae | - Ké Đa diệ TS:  Px-p$6oinlii 

Ẹ SẸ = 5: diện, ° (mụn cóc, ung thư cổ tử cung, ...) 
ly Ề ° Polyomavirus (bệnh não bạch 
P = ~ ` xi TA 20v VI 
olyomaviridae Kép Đa diện 45-55 cầu nhiều ổ tiến triển) 
xã h _ Mastadenovirus 
Adenoviridae Kép ¬ Đa diện 60 - 90 (viêm họng, viêm kết mạc) 
Kép, có : 
Hepadnaviridae | một phần + | Đadiện 42 Orthohepadnavirus (viêm gan B) 
đơn 
| Parvoviridao Đơn _ Đa diện 18 - 26 Erythrovirus (B19) 
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Bảng B.2. ĐẶC ĐIỂM VIRUT ARN GÂY BỆNH CHO NGƯỜI 
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: Số „| Kích thước ® "¡nh Ạ 
Họ virut sợi ARN | ngoải Capsit (nm) Chỉ đại diện (bệnh) 
| Enterovirus (bại liệt) 
: P sẽ Rhinovirus 
Picornavirídae Đơn, (+) ¬ |Đadiện |22- 30 (cảm lạnh thường) 
Hepafovirus (viêm gan A} 
Caficiviridae Đơn, (+) Đa diện |35 - 40 Norovirus 
s (viêm dạ dày - ruột cấp) 
Hepeviridae Đơn, (+) - |Đadiện |27 - 34 Hepevirus (viêm gan E) 
Astroviridae Đơn, (+) Asfrovirus (viêm dạ dày ~ 
ruột} 
Flavivirus (sốt vàng, viêm 
Flaviviridae Đơn, (+) não Nhật Bản, sốt Denge, ... 
Hepecivirus (viêm gan C) 
Togaviridae 50 — 70 Rubivirus (rubella) 
So Coronavirus 
Coronaviridae Đơn, (+) Xoắn 80 - 160 (cảm thường, SARS, .. 
Deltaretrovirus (bệnh bạch 
Retroviridae 80 - 100 cầu) 
Lentivirus (AIDS) 
Paramyxovirus 
(cảm lạnh, nhiễm đường 
hô hấp) 
Paramyxoviridae | Đơn, (—) 125 - 250 Pneumovirus, 
(viêm phổi, cảm lạnh) 
Morbillivirus (sởi) 
Rubuliavirus (quai bị) 
Filoviridae 790 - 970 











Rhabdoviridae 





75 x130 - 240 


Filovirus (Ebola, Marburg) 


Lyssavirus (dại) 








Orthomyxoviridae | Đơn, (—) 


Đơn, (—) 
phân đoạn 





Bunyaviridae 








80 - 120 


Influenzavirus (cúm} 












Xoắn 90 - 100 





Bunyavirus (viêm não) 


Hantavirus (viêm phổi) 





Đơn, (—) 















Lassavirus (sốt xuất huyết) 


Deltavírus (viêm gan D) 











Arenaviridae ⁄ +  |Xoắn 50 - 300 
phân đoạn 

Reoviridae Kép, ~ 
phân đoạn 





Roiavirus (tiêu chảy) 
Đadiện |78 - 80 : 
Coltivirus (sốt Coloradodove) 








127 


Bảnh B.3.. CÁC THỤ THỂ CỦA TẾ BÀO DÀNH CHO VIRUT GÂY BỆNH Ở NGƯỜI 






















































































































Họ Virut đại diện Thụ thể của tế bào 
Adenoviridae Adeno typ 2 Integrin œ„ Ba & œ Bg 
Corona 229 E ởngười  |Aminopeptidaza N 
Coronaviridae 
Corona OC 43 ở người - |AxitN - axetyl - 9 - axtyl neuraminio 
Hepadnaviridae Virut viêm gan B Thụ thể dành cho lgA 
Herpes simplex nàn Đảo dónh proteoglucan + mannoza ~ 6 
Varicella zoster Heparan sulphat proteoglucan 
2202124 4 Cytomegalo Heparan sulphat proteoglucan + thụ thể bậc 2 
Epstein - Barr Receptor dành cho bổ thể CD21 (CR2) 
Herpes 7 ở người Dấu ấn glycoprotein của tế bào T4 (CD4) 
Cúm A Neu ~ 5 - Ac (axit neuraminic) ở nhóm glycosyi 
Orthomyxoviridae Cúm B Neu - 5 - Ac (axit neuraminic) ở nhóm glycosyl 
Cúm C Axit N — axetyl - 9 - 0 axetyl neuraminic 
Paramyxoviridae Sải Protein điều hoà bổ thể CD46 (MCP) 
ECHO -†1 Integrin VLA - 2 (œ¿ B+) 
Picornaviridae Polio Protein họ lgG 
Rhino Phân tử bám ICAM - † 
Poxviridae Vaccinia Thụ thể của yếu tố sinh trưởng biểu bi 
Reoviridae Reo serotyp 3 Thụ thể adrenalin 
Reftroviridae “lhw Glycoprotein CD4 của tế bào T 
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Chương 9 
VIRUT ADENO, HỌ ADENOVIRIDAE 


9.1. GIỚI THIỆU 


Họ Adenoviridae bao gồm các virut ađeno chứa ADN chuỗi kép, capsit hình khối 
đa diện, không có vỏ ngoài. Virut này được bắt đầu nghiên cứu từ năm 1953 khi Rowe 
và Huebner phân lập từ hạch hạnh nhân (zđeno¿3) bị cắt bỏ trong ca phẫu thuật của một 
đứa trẻ, vì thế nên được gọi là virut a‡eno. Thuật ngữ ađeno bắt nguồn từ tiếng Hy Lạp 
“aden "có nghĩa là tuyến. Tất cả các virut nhân lên được trong tế bào nuôi cấy in vitro 
hạch hạnh nhân đều được gọi là virut zđeno. Virut 2đeno thường đặc hiệu với một số 
loài vật chủ có quan hệ gần gũi, gây nhiễm tiềm ẩn đường hô hấp trên tạo ra triệu chứng 
giống như cảm lạnh. Đôi khi virut gây viêm phổi nghiêm trọng ở trẻ em, một số ít gây 
nhiễm mắt. Một số trường hợp nhiễm ở trẻ em nhưng không biểu hiện triệu chứng. Một 
số có khả năng tạo khối u khi tiêm vào bọn gặm nhấm nhưng lại không tạo khối u ở 
điều kiện tự nhiên. Khi nhiễm vào tế bào nuôi cấy mô sẽ gây huỷ hoại tế bào (CPE). 
Một số có khả năng gây ngưng kết hồng cầu. 


Virut ađeno có dạng hình khối đa diện 20 mặt đối xứng điển hình. Virion có đường 
kính 70 - 90nm. Lõi ADN liên kết với protein VP - VỊI. Capsit được cấu tạo bởi 252 
capsome và 240 hexon. Mỗi capsome lại được bao quanh bởi 6 capsome khác và 12 
penton (mỗi penton có 5 hexon ở mỗi đỉnh). Mỗi penton gắn với một sợi glycoprotein 
đỉnh (virut ở động vật có vú) hoặc hai sợi (virut ở chim). Đầu sợi phồng lên dạng cầu 
với đường kính 4nm, đóng vai trò ngưng kết hồng cầu và là nơi gắn thụ thể của tế bào 
mẫn cảm. 


Genom ADN kép, dạng thẳng, có kích thước 33 - 45kbp, liên kết với protein ở đầu 
%'. Ở đầu chuỗi ADN có đoạn lặp lại ngược chiều (TTR - ¡nverted terminal repeat). 
Genom mã hoá cho một lượng lớn protein cấu trúc và không cấu trúc. Protein cấu trúc 
gồm 10 phân tử trong đó 3 phân tử polypeptit tạo hexon, I phân tử polypeptit tạo penton 
và I phân tử glycoprotcin tạo sợi đỉnh. Cả 5 phân tử này nằm trên bề mặt hạt virut còn 
các protein khác nằm bên trong hạt. 


KN của virut zđ4eno rất phức tạp, 3 KN chính là penton, hexon và sợi. Các đơn vị 
penton và sợi mang KN đặc hiệu typ. KT trong huyết thanh sẽ tương tác với các KN này 
trong phản ứng trung hoà và ức chế ngưng kết hồng cầu. Các đơn vị hexon mang quyết 
định KN đặc hiệu nhóm. Chúng tương tác với KT trong phản ứng kết hợp bổ thể. KN 
này dùng để phát hiện virut ađeno và KT do chúng tạo thành. 
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Khi cho virut /đeno nhân lên trong tế bào nuôi cấy còn phát hiện nhiều KN không 
mang tính nhiễm. Các KN này có vai trò nhất định trong xác định typ và nhóm. 


9.3. PHÂN LOẠI 


Họ Adenovidae gồm 2 chỉ : Mastadenovirus gây nhiễm ở động vật có vú, kể cả 
người và Avizđenovrus gây nhiễm ở chim. Hai chí này hoàn toàn khác nhau về KN. 
Các virut adeno ở người được chia thành 6 chỉ phụ (ký hiệu từ A đến F) dựa vào tính 
tương đồng của ADN. Theo định nghĩa, các virut có phân tử ADN tương đồng trên 50% 
thì thuộc cùng một chi phụ, nếu tính tương đồng nhỏ hơn 20% thì virut thuộc các chỉ 
phụ khác nhau. 


Ở mỗi chỉ phụ. các Serotyp virut đđeno được xác định chéo nhờ phần ứng trung hoà. 
Cho đến nay, người ta đã phát hiện ra 47 typ ở người trong đó các typ từ 40 - 47 chỉ 
mới phát hiện trong 20 năm trở lại đây. Có thể còn nhiều typ khác chưa được phát hiện. 
Một số nhà virut học thích phân loại theo loài hơn là theo serotyp nhưng trong lâm 
sàng, người ta lại thích phân loại theo typ hơn. Vì thế trong chương này, chúng tôi sử 
dụng thuật ngữ serotyp. 


9.3. QUÁ TRÌNH NHÂN LÊN CỦA VIRUT ADENO 


Sau khi gắn sợi glycoprotein đỉnh vào thụ thể của tế bào, virut xâm nhập vào tế bào 
theo kiểu nhập bào. Protein capsit bị phân giải trong tế bào chất, gần màng nhân, còn 
lối lọt vào trong nhân để bắt đầu sao chép trong nhân. ADN virut chuyển thành dạng 
ADN - histon. 


Quá trình phiên mã được thực hiện nhờ ADN ~ polymeraza của tế bào chủ và do đó 
tạo thành một số bản phiên mã. Các bản phiên mã này thực hiện quá trình ghép nối, loại 
bỏ intron, gắn mũ và đuôi poly A để tạo thành các mARN khác nhau. 


— Các gen sớm (các vùng Ela, Elb, E2a, E3 và E4) biểu hiện trước khi sao chép 
ADN. : 


— Các gen muộn (các vùng L1, L2, L3, L4 và L5) chỉ biểu hiện sau khi khởi đầu sao 
chép ADN. 

— Các gen trung gian (các vùng E2b và IV92) có thể được biểu hiện khi có hoặc 
không tổng hợp ADN. 

Vùng Ela mã hoá cho protein điểu hoà hoạt động của các gen sớm khác đỏng thời 
tham gia vào biến nạp. Các bản phiên mã ARN được gắn mũ và đuôi để vận chuyển ra 
tế bào chất làm nhiệm vụ dịch mã. 
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Quá trình sao chép ADN cần phải có protein ở đầu chuỗi (TP — terminal protein), 
ADN - polymeraza và một số protein khác của virut và của tế bào. Đầu tiên protein TP 
được tổng hợp dưới dạng tiền chất của TP (pre TP), có khối lượng phân tử 80000 sau đó 
liên kết với các sợi ADN mới tạo thành, được coi là chất mỏi để bắt đầu tổng hợp ADN, 
đến giai đoạn lắp ráp sẽ bị phân giải thành TP trưởng thành có khối lượng phân tử 
55000. 


Về nguyên tắc, sự khởi đầu sao chép ADN chuỗi kép, dạng thẳng có thể tiến hành ở 
một trong hai đầu hoặc đồng thời cả hai đầu nhưng ở virut zđeno thì chỉ được bắt đầu 
sao chép từ một đầu. Hai sợi được sao không đồng thời. Đầu tiên, hai sợi của chuỗi 
ADN kép được tách ra, sợi (+) được dùng làm khuôn để tổng hợp sợi (—) bổ sung. Sản 
phẩm thu được là một chuỗi kép và một chuỗi đơn (—). Chuối đơn (—) có hai đầu lặp lại 
và trái chiều nên có thể bắt cặp và khép vòng, rồi sau đó một sợi (+) bổ sung sẽ được 
tổng hợp từ đầu 3'. Kết quả là tạo thành một chuỗi kép mới. Cơ chế này rất đáng chú ý 
vì nó không cần tổng hợp các đoạn Okazaki trên sợi muộn như trong trường hợp sao 
chép ADN thông thường. 


Sau sao chép ADN là quá trình tổng hợp protein muộn mà chủ yếu là protein cấu 
trúc, Quá trình này xảy ra trong tế bào chất. Các protein cấu trúc sau khi được tổng hợp 
sẽ được vận chuyển vào nhân. Tại đây, chúng tự lấp ráp tạo thành vỏ capsit, sau đó 
ADN được đóng gói trong vỏ để tạo virion hoàn chỉnh. Hàng nghìn virut được tích luỹ, 
tế bào ngừng hoạt động và tan rã, virut ồ ạt chui ra ngoài. 


9.4. ĐẶC ĐIỂM LÂM SÀNG 


Bảng 9 trình bày một số bệnh do virut thuộc các serotyp chính gây nên. Tuy nhiên 
đây chỉ là một phần trong toàn bộ các bệnh dịch do virut ađeno gây ra. Phần lớn các 
bệnh lây nhiễm do virut ađeno có thể không chẩn đoán được vì hai lý do chính. Thứ 
nhất là không biểu hiện triệu chứng. Thứ hai là quá trình lây nhiễm và nhân lên của 
virut không đi kèm với dịch bệnh. Chẳng hạn như một lượng lớn serotyp được phân lập 
từ phân của bệnh nhân không biểu hiện triệu chứng bệnh đường ruột, bên cạnh đó trẻ 
em mang amidan chứa virut trong một thời gian dài cũng khá phổ biến. Tuy nhiên một 
số trường hợp nhiễm virut ađeno lại có các hội chứng rõ ràng. 
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Bảng 9. CÁC BỆNH LIÊN QUAN ĐẾN SEROTUP CỦA VIRUT ADENO 








STT Tên bệnh Đối tượng bị nhiễm 





Serotyp liên quan 













1 | Sốt viêm họng cấp : Trẻ nhỏ, thiếu niên 
- Bệnh địa phương 
- Dịch Trẻ nhỏ, thiếu niên 








2_ |Viêm mũi họng kết mạc Trẻ ở tuổi đi học 
3 | Bệnh đường hô hấp cấp 
4 




















Viêm phổi Trẻ em 
















Viêm kết mạch hạch Các lứa tuổi 











Người lớn 





Dịch viêm giác - Kết mạc 





7 |Haemorrhagic cystitis Trẻ nhỏ, thiếu niên 
(Viêm bàng quang xuất 


huyết) 
Tiêu chảy, nôn mửa 
















40, 41 | 
5,34,35,43,47 | 


Trẻ nhỏ, thiếu niên 















9 |Nhiễm rải rác Ở người suy giảm MD. Ví dụ : 
bệnh nhân AIDS, người ghép tạng 


(thận, tim, phổi, tuỷ xương) 


















9.4.1. Bệnh đường hô hấp 

Virut øđeno thường gây bệnh đường hô hấp trên ở thể nhẹ với các triệu chứng như : 
sốt, chảy nước mũi và ho. Hầu hết các bệnh này là do các typ từ I đến 7 gây nên. Các 
typ 1, 2, 5, và 6 thường liên quan đến quá trình lây nhiễm khu vực ; còn các typ 3, 4, và 
7 thường gây nên các dịch bệnh. Nhìn chung, các bệnh này ít gây nguy hiểm nhưng ở 
một số ít trường hợp có thể tiến triển tới viêm phối, đặc biệt là ở trẻ nhỏ. Ở trẻ lớn hơn 
và người ở tuổi vị thành niên thì phần lớn virut øđeno gây bệnh cảm lạnh. Chẳng hạn 
như một số vụ lây nhiễm virut ađeno trong các doanh trại quân đội. Nguyên nhân của 
vụ dịch này là ở khu đóng quân, các quân nhân phải thực hiện các bài tập với cường độ 
cao đồng thời vì sống tập thể nên dễ bị lây, dẫn đến thành dịch, các vụ dịch này có thể 
nghiêm trọng cả về số lượng cũng như mức độ. Ngoài ra, virut øđeno còn gây nhiễm 
mắt dẫn đến các vụ dịch sốt viêm họng, viêm kết mạc. 


Ở một số bệnh nhân nhiễm virut ađenø xuất hiện triệu chứng rất giống với ho gà. 
Trong một số trường hợp, người ta phát hiện thấy sự đồng nhiễm với vi khuẩn ho gà 
(Bordetella pertissis). Tuy nhiên, một số ý kiến cho rằng triệu chứng ho gà thực sự là 
đo vi khuẩn gây nên. 


9.4.2. Bệnh lây nhiễm mắt 
Virut adeno có liên quan đến một số vụ dịch viêm màng kết ở Anh. Các vụ này 
thường xảy ra ở các xưởng đóng tàu. Trước đây, người ta cho rằng nguyên nhân gây 
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bệnh là do các phói sắt bắn vào mắt khi hàn và tán sắt. Sau này mới phát hiện ra nguyên 
nhân thật sự là do nhiễm virut zđeno từ dịch cơ thể, nước rửa mắt và dụng cụ y tế trong 
xưởng đóng tàu. Việc sử dụng các dụng cụ y tế được khử trùng kỹ và thuốc mỡ tra mắt 
một liều đã làm cho hiện tượng này không còn phổ biến. Hầu hết các vụ dịch trên được 
xác định là do virut typ 8 gây nên (đôi khi do typ 19 và 37). Typ 8 là typ virut không dễ 
phân lập, do vậy không thể đễ dàng chẩn đoán qua các trường hợp lẻ tẻ (trừ các vụ 
dịch). Lây nhiễm mắt do typ 8 thường không biểu hiện triệu chứng có hệ thống. ' 


Nhiều serotyp khác gây nên viêm màng kết, góp phần gây nên các vụ dịch sốt viêm 
họng — kết mạc. : 


9.4.3. Bệnh lây nhiễm đường ruột 


Các typ chính gây bệnh đường hô hấp (typ 1 đến 7) thường được phân lập từ phân, 
riêng ở trẻ nhỏ thì có thể phân lập được cả từ miệng. Có rất ít bằng chứng cho thấy virut 
adeno gây bệnh đường ruột. Tuy nhiên, khi kiểm tra mẫu phân của trẻ em bị tiêu chảy, 
người ta đã quan sát thấy virut zđeno điển hình với số lượng lớn. Đáng ngạc nhiên là 
trong nuôi cấy tế bào, người ta lại không thể phân lập được virut ađe»o điển hình về 
hình thái. Cho đến nay, đã xác định rằng các virut ađeno này là serotyp chưa biết đến 

, và ký hiệu là typ 40 và 41. Hai typ này đóng vai trò đáng kể trong các vụ dịch tiêu chảy 
khu vực ở trẻ em, đôi khi chỉ đứng sau virut ro:z. Theo tổng kết ở một số phòng thí 
nghiệm thì số vụ tiêu chảy do virut ađeno chiếm khoảng 1/3 trong tổng số vụ do virut 
gây ra. Cũng như các virut tiêu chảy khác, virut ađeno ít xuất hiện trong phân ở những 
đứa trẻ bình thường. Cho đến nay vẫn chưa phân biệt được các typ gây bệnh và không 
gây bệnh có mặt trong phân. Liệu các typ này có gây nhiễm đường hô hấp hay không ? 
Đó là một trong những hướng nghiên cứu mới trong tương lai. 

Người ta phát hiện được 6 typ virut ađeno mới (ký hiệu từ 42 đến 27), trong đó 5 
typ từ 43 đến 47 có trong phân của bệnh nhân AIDS, riêng typ 47 tòn phân lập được từ 
phân của trẻ nhỏ khoẻ mạnh. Tiêu chảy mãn tính là đặc trưng ở các trường hợp AIDS. 
Tuy nhiên, tiêu chảy mãn tính do virut a‡eno vẫn chưa được nghiên cứu sâu. 


9.4.4. Các bệnh khác 


Trong một số báo cáo đề cập đến một số typ virut ađenoø (chủ yếu là typ 21 và 22) 
được phân lập từ nước tiểu của trẻ em bị viêm bọng đái xuất huyết. Ngoài ra, còn có 
công bố về kết quả phân lập virut zđeno từ đường sinh dục nam và nữ, các virut này có 
thể lây truyền qua đường tình dục, tuy nhiên không gây bệnh nghiêm trọng. Không thấy 
có bằng chứng nào về mối liên quan giữa virut đđeno với hệ thần kinh và khối u ở 
người. Bàng thực nghiệm đã chứng minh rằng virut đeno có thể gây cảm ứng biến đổi 
tế bào nuôi cấy mô chuột đồng dẫn đến hình thành khối u ở các động vật thực nghiệm. 

Trong điều kiện thí nghiệm có thể tạo ra thể lai giữa virut ađeno và SV40 ở khỉ. Thể lai 
_ này mang một phần genom SV40 và không còn khả nãng gây bệnh cũng như gây ung 
thư ở người. 
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9.5. KHẢ NĂNG GÂY BỆNH 


Virut øđeno chủ yếu lây nhiễm vào niêm mạc (đường hô hấp, ruột và mắt) nhưng 
không phải tất cả các trường hợp nhiễm đều gây bệnh. Các vùng khác nhau thì xuất hiện 
các serotyp phù hợp. Tuy nhiên, nguyên nhân sâu xa của hiện tượng này vẫn chưa được 
rõ, có lẽ sự phân bố của các serotyp dựa vào sự phân bố của các receptor đặc hiệu. Các 
tế bào nhiễm virut sẽ chết, nhưng một số nghiên cứu cho thấy sự thải virut qua đường 
ruột và đường hô hấp ở đứa trẻ bình thường kéo dài hằng tuần đến hằng tháng. Các tế 
bào mang virut ở đường hô hấp là tế bào lympho (amidan và hạch hạnh nhân), ở đường 
ruột là mảng peyer tương ứng. Tuy nhiên, điều này chưa được khẳng định. 

Dù nhiễm virut zdeno ở bất kỳ vị trí nào cũng đều có thể lan sang đường ruột. Các 
chủng nhiễm đường hô hấp thường phân lập được từ phân, tuy nhiên không thể khẳng 
định rằng nguyên nhân duy nhất của hiện tượng này là sự thải virut từ đường hô hấp. Sẽ 
hợp lý hơn nếu cho rằng sự thải virut từ phân xảy ra sau quá trình nhiễm thứ cấp ở 
đường ruột, mặc dù trong hầu hết các trường hợp đều không biểu hiện các triệu chứng 
đường ruột. 

Hiện nay, ý nghĩa của 5 serotyp mới (từ 43 đến 47) đối với bệnh AIDS vẫn chưa 
được biết rõ. Tất cả các virut a‡eno phân lập từ phân nhờ nuôi cấy tế bào hiện nay chưa 
từng được phát hiện. Vậy các serotyp này có nguồn gốc từ đâu, liệu chúng có phải là › 
kết quả của đột biến hay tái tổ hợp không ? 


9.6. CHẨN ĐOÁN PHÒNG THÍ NGHIỆM 


9.6.1. Phát hiện bằng kính biển vi điện tử 

Có thể quan sát thấy các virut trong các mẫu phân nhờ kính hiển vi điện tử, tuy 
nhiên không thể xác định được các serotyp. Khi quan sát thường thấy các typ 40 hay 41 
xuất hiện trong phân với mật độ cao (có thể đạt tới 10!9 hạt/g). Khi virut có mặt trong 
phân thì không có nghĩa là virut phải có mặt ở mũi — hầu hay ở mắt. 


9.6.2. Phát hiện bằng KN virut 


Có thể phát hiện virut trong dịch mũi - hầu bằng phản ứng MD huỳnh quang bằng 
cách cho KT đặc hiệu nhóm (KT đơn dòng hay đa dòng) tác dụng trực tiếp với dịch hút 
(không cần dùng gạc nhưng với điều kiện là phải chứa các tế bào đường hô hấp). Sự 
phát hiện các tế bào nhiễm virut cho thấy bệnh nhân đang bị lây nhiễm nghiêm trọng. 
Ngoài ra, có thể phát hiện virut bằng phản ứng MD enzym. Tuy nhiên, phương pháp này 
chỉ có thể phát hiện KN virut mà không chỉ ra vị trí của KN. Vì thế, không thể phân biệt 
virut trong tế bào đường hô hấp (niêm mạc) quan trọng về mặt lâm sàng hay chỉ là thể 
ẩn không biểu hiện lâm sàng. 


9.6.3. Phát hiện bằng ADN 


Một phương pháp khác có thể phát hiện trực tiếp virut trong phân là điện di trên gel 
polyacrylamit. Sau khi điện di thì phân tử ADN toàn vẹn sẽ xuất hiện dưới dạng một dải 
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băng đơn gần đỉnh của gel. Tuy nhiên, để khẳng định chấc chấn thì phải xử lý với 
enzym giới hạn và điện di nhiều l.... Điều này dẫn đến có thể phân biệt được các typ 40, 
41 và các typ đặc trưng, đồng thời có thể phát hiện thấy cả dưới typ. Phương pháp này 
được dùng để chẩn đoán 2 typ 40 và 41 (là hai typ khó nuôi cấy trong tế bào) và thay 
thế cho phương pháp chẩn đoán bằng kính hiển vi điện tử. 


9.6.4. Phát hiện bằng nuôi cấy tế bào 


Virut có mặt trong đường hô hấp (dịch hút mũi — hầu, dịch tiết từ họng), trong nước 
mắt, phân và đôi khi trong cả nước tiểu đều có thể phân lập bằng nuôi cấy tế bào. Tốc 
độ phân lập virut ađeno có ý nghĩa rất lớn, nếu kéo dài hơn 12 ngày thì ít có ý nghĩa 
trong lâm sàng đặc biệt là với các typ 1, 2, 5 và 6. 

Các virut ađeno gây bệnh tiêu chảy lại khó phân lập bằng nuôi cấy tế bào hơn các 
virut ađeno khác cùng có mặt trong phân. Tuy nhiên, các typ gây tiêu chảy có thể nhân 
lên phần nào trong tế bào G293 (dòng +ế bào thận phôi người đã bị biến đổi bởi virut 
ađeno), các KN được hình thành trong tế bào mang tính đặc hiệu typ và có thể phát hiện 
bằng phản ứng MD huỳnh quang sử dụng KT đặc hiệu typ. 


9.6.5. Phát hiện bằng huyết thanh học 


Nồng độ KT tăng lên cho thấy sự nhiễm virut, tuy nhiên có trường hợp nhiễm virut 
nhưng không thấy xuất hiện KT, nhất là ở trẻ sơ sinh. Phản ứng cố định bổ thể thường 
được sử dụng để xác định KN đặc hiệu nhóm. Phản ứng MD enzym cũng xác định KN 
đặc hiệu nhóm và typ, nhưng không được sử dụng rộng rãi. Phản ứng trung hoà có tính 
đặc hiệu typ và nhạy hơn cả nhưng cũng ít được sử dụng. Hai phản ứng MD enzym và 
trung hoà được dùng chủ yếu trong nghiên cứu hoặc chẩn đoán bổ trợ tại phòng thí 
nghiệm. 


9.7. ĐIỀU TRỊ 


Cho đến nay vẫn chưa có thuốc đặc trị chống virut zđeno. Đa số trường hợp nhiễm 
virut có khả năng tự giới hạn, chỉ có một số ít gây hậu quả nghiêm trọng và thường 
xuyên nên chưa cấp thiết phải nghiên cứu thuốc chống virut ađeno. 


9.8. DỊCH TẾ HỌC 


Virut ađeno gây nhiễm khu vực, các typ từ ! đến 7 lây lan dễ dàng giữa các cá thể, 
đặc biệt là qua các giọt nhiễm. Trong vùng dịch, đặc biệt ở những nơi đông dân cư, 
virut thường lây nhiễm qua đường phân - miệng. Hai typ 40 và 4l gây dịch bệnh tiêu 
chảy, (thường lây qua giọt nhiễm). 

Khi xác định typ phụ nhận thấy typ 7 có 8 typ phụ (kiểu typ nguyên dưỡng ký hiệu 
là 7b, các typ phụ còn lại được kí biệu từ 7a đến 7g) khác nhau vẻ vùng phân bố. Các 
typ phụ của typ 40 và 4l chưa được xác định. 


Chỉ có một phần nhỏ trường hợp lây nhiễm virut øđeno được khẳng định về virut 
học. Vì thế, những kiến thức địch tế học về virut zđeno còn quá ít ôi. Rất có thể trong 
quần thể sẽ có những nhóm cá thể chịu nhiều tổn thương do virut ađeno hơn các nhóm 
khác, chẳng hạn như trẻ em bị viêm phổi và có lẽ cả bệnh nhân AIDS. Chính vì phạm vi 
hoạt động rộng của virut ađeno nên cần tiến hành nghiên cứu sâu hơn về virut này. 


9.9. PHÒNG, CHỐNG 


Như đã trình bày ở trên, nhu cầu về vacxin chống virut zđeno không phải là cấp 
thiết. Hiệu quả của vacxin như thế nào ? Đó chính là câu hỏi cần đặt ra. KT lưu thông 
trong máu có thể tránh tái nhiễm virut ađeno. Kết quả nghiên cứu trên người tình 
nguyện cho thấy sự tái nhiễm ít khi gây bệnh. Tuy nhiên, trên thực tế trong các doanh 
trại quân đội vẫn xảy ra các vụ dịch đo virut øđeno. Điều này thôi thúc các nhà khoa 
học thử nghiệm các loại vacxin chống virut dưới dạng viên con nhộng. Vacxin có tác 
dụng phòng bệnh và được chỉ định dùng trong quân đội. 

Một vấn để quan trọng khác là vấn đề vô trùng dụng cụ và sản xuất ra các ống 
thuốc tra mắt một liều là cách tốt nhất để phòng tránh lây nhiễm virut đeno. Tuy 
nhiên, viêm kết mạc là bệnh không thể tránh khỏi khi bị sốt viêm họng kết mạc. 


9.10. CÁC VIRUT ĐI KÈM 


Các virut này được gọi là AAV (adenovirus associated virus) là thành viên của họ 
Parvoviridae. Các AAV có đường kính là 22nm, thường có dạng lục giác nhiều hơn là 
dạng tròn, chứa ADN đơn, không đầy đủ. AAV thuộc chỉ Ðependovirus có nghĩa là phụ 
thuộc vào virut 2đeno (hoặc virut herpes simplex) để hoàn thiện chức năng. AAV thực 
sự (hay còn gọi là virut vệ tỉnh của virut zđeno) không gây bệnh, có thể phát hiện 
một số lượng lớn AAV trong phân của bệnh nhân tiêu chảy cùng với các virut khác và 
một lượng nhỏ virut ađeno kèm theo. Không một AAV nào có thể nhân lên trong nuôi 
cấy tế bào. 
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Chương 10 
VIRUT PARVO, HỌ PARVOVIRIDAE 


10.1. GIỚI THIỆU 


Parvoviridae là họ virut có kích thước nhỏ, không có vỏ ngoài, genom là ADN 
chuỗi đơn, dài. Gây nhiễm cả ở động vật có xương sống và không xương sống. Quá 
trình lắp ráp xảy ra trong nhân. 

Họ Parvovừidae có 2 họ phụ là Đensoviimae với L chỉ là Densovirus và 
Parvovirinae với 3 chị là Dependovirus, ParvoviHs và Erythrovis. 

— Densovrus là nhóm virut pvo gây bệnh ở côn trùng, bộ Cánh vẩy 
(Lepidoptera), cũng có thể ở cả bộ Hai cánh (Diptera) và bộ Cánh thẳng (Orthoptera). 

Virut chứa genom ADN chuỗi (—) hoặc (+) nhưng được bọc trong các hạt riêng. 
Virut thường nhân lên trong ấu trùng, thiếu trùng và cả ở côn trùng trưởng thành. Khi 
nhân lên cần phải có sự hỗ trợ của các virut khác được gọi là virut hỗ trợ (helper virus). 
Virut thường kết thành đám trong nhân tạo thể vùi. 

— Đependovirus là nhóm virut kết hợp với virut ađeno (AAV ~— adeno associated 
virus). Đây là virut không hoàn thiện, muốn nhân lên chúng phải cần sự đồng nhiễm và 
trợ giúp của virut øđeno. Các thành viên của Dependovirus gây nhiễm ở nhiều loại động 
vật khác nhau, kể cả ở người nhưng chưa có triệu chứng gây bệnh cho người. AAV - I 
và AAV - 4 gây nhiễm chủ yếu ở khỉ. AAV - 2 và AAV - 3 gây nhiễm ở người, còn 
các AAV khác gây nhiễm ở chó, bò, cừu, ngựa và chim. 

— Parvovirus là nhóm virut parvo độc lập, khi nhân lên không cần sự trợ giúp của 
virut khác. Parvovzrus gây nhiễm ở nhiều loại động vật, là tác nhân gây chết chó, mèo. 
Đa số virion của Parvovirus chỉ chứa một chuỗi ADN đơn, (—), ở đầu 3' và 5' của chuỗi 
ADN không có đoạn lặp lại nhưng lại có trình tự palindrom (trình tự đoạn xuôi ngược 
như nhau). 

Đầu 3' hình thành một cấu trúc bậc 2 hình chữ T, còn đầu 5' hình thành cấu trúc 
dạng kẹp tóc. Quá trình sao chép tiến hành từ một vị trí ở đầu 3' để tạo chuỗi ADN kép 
dạng RF. Từ RF tổng hợp mARN và genom ADN (-) giống như ở các virut ADN (-) 
khác. Mặc dù khi nhân lên không cần sự hỗ trợ của các virut khác nhưng lại cần sự hỗ 
trợ của tế bào. Điều này biểu hiện rõ trong chu kỳ tế bào (ở cuối pha S và đầu pha G2). 
Do vậy, ở các mô đang phân chia, sự nhân lên của virut xảy ra rất mạnh mẽ. Virut gây 
nhiễm trong hệ đường ruột, hệ tạo máu, trong bào thai. Tính mẫn cảm đối với virut liên 
quan đến giai đoạn nhất định của quá trình biệt hoá tế bào. Vì thế, sự lây nhiễm virut 
parvo sẽ kèm theo các triệu trứng đặc trưng như mất điều vận tiểu não ở mèo hay rối 
loạn phát triển ở người. : 

— Erythrovirus là các virut parvo nhân lên trong tiền tế bào hồng cầu ở tuỷ xương 
mà không cần sự hỗ trợ của các virut khác, trong đó có virut B19 gây bệnh ở người. 
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Virut parvo tương đối bền khi ở điều kiện bất lợi. Ví dụ : chúng có thể tồn tại ở 
56°C trong vòng ] giờ, ở pH 3 -— 9, chịu được sự tác động của một số enzym proteaza và 
dung môi lipit. Chúng bị bất hoạt ở 80°C trong 5 phút bởi formaldehyt, hydroxylamin, 
B_— propiolacton, các chất oxi hoá hoặc dưới tia tử ngoại. 


10.2. CÁC VIRUT PARVO GÂY BỆNH Ở ĐỘNG VẬT 


Ở giai đoạn chu sinh, FPV (feline parvovirus) gây bệnh mất điều vận ở mèo con, vì 
lúc này lớp hạt ngoài của tiểu não đang phân chia mạnh nên trở thành mục tiêu cho 
virut tấn công. Khi động vật thôi bú thì các tế bào biểu mô (crypt epithelial cells) có 
chu kỳ tế bào kéo dài 8 — 12 giờ nên rất mẫn cảm với FPV. Hậu quả của nhiễm virut là 
viêm ruột. 

Ở chó, khi nhiễm CPV (canine parvovirus) trong giai đoạn chu sinh sẽ bị viêm cơ 
tim vì ở chó con, cơ tim phát triển mạnh và có chỉ số gián phân cao. Song nếu CPV 
nhiễm vào chó lớn thì không gây viêm ruột. 

Bạch cầu cũng là mục tiêu tấn công của FPV và CPV, do đó chó, mèo từ 2 - 4 
tháng tuổi nếu bị nhiễm virut thì đễ bị bệnh giảm bạch cầu và viêm ruột. 

Ở con triết, khi bị nhiễm MEV (mink parvovirus) thường bị viêm ruột nghiêm 
trọng. Đây là triệu chứng đặc trưng nhất ở giai đoạn chu sinh. Ngoài ra, triết cũng bị 
nhiễm bởi một virut parvo khác gây bệnh Aleut (ADV ~ aleutian disease virus). Ở con 
kit mới sinh, ADV gây nhiễm đường hô hấp cấp vì chúng nhiễm vào phế nang typ H. 
Tuy nhiên, các tế bào này chỉ bị mẫn cảm với virut nhiễm sinh sản khí chúng mới đẻ, 
còn về sau chúng nhiễm dai dẳng trong trung tâm mầm của hạch lympho, trong tương 
bào của nhiều cơ quan, tăng y ~ globulin huyết và gây chết do suy thận mãn mà nguyên 
nhân là viêm tiểu cầu thận do phức hợp miễn dịch. 

Ở loài gặm nhấm, virut pzrvo thường gây triệu chứng ở các vật chủ tự nhiên. Ngoài 
ra, chúng cũng thường gây nhiễm ở lợn (PPV - pig parvovirus). Người ta đã phân lập 
được PPV trong tính dịch, âm đạo, mẫu mô của lợn bị thiểu năng sinh sản. Khi lợn bị 
nhiễm virut trong thời kỳ mang thai sẽ truyền cho thai, gây chết lưu. 

Năm 1994, phát hiện thấy virut SPV (simian parvovirus) gây bệnh thiếu máu 
nghiêm trọng ở khi kèm theo nhiễm dai dẳng. Điều này có thể là do sự đồng nhiễm với 
virut reiro ở khỉ gây ức chế MD. 


10.3. VIRUT PARVO GÂY BỆNH Ở NGƯỜI - VIRUT B19 


Virut B19 được Cossart và đồng sự phân lập lần đầu tiên năm 1975 khi kiểm tra 
HBsAg trong máu người bằng kỹ thuật điện di MD đối lưu. 

10.3.1. Mô tả 

— Virut B19 có dạng hình khối đa diện, không có vỏ ngoài, đường kính trung bình 
26nm, genom là ADN chuỗi đơn (5600 nucleotit) với cấu trúc đặc trưng. Ở hai đầu có 
trình tự palindrom lặp lại ngược chiều. ADN có thể là chuỗi (+) hoặc chuối (~) được 
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đóng gói riêng trong các hạt khác nhau. Tỷ lệ các chuỗi này là tương đương nên khi 
tách ADN chúng có thể bất cặp với nhau để tạo chuỗi lai (ADN kép). Trong virut B19, 
vùng mã hoá cho tất cả các protein đều nằm ở chuỗi (+). Đồng thời, trên 2 chuỗi này 
còn có hai khung đọc lớn bao trùm hết toàn bộ genom và hai khung đọc nhỏ hơn. 

— Capsit có 2 protein là VPI và VP2, 

— Có 9 bản phiên mã được xác định trong tế bào nhiễm. Tất cả các bản phiên mã 
đều khởi đầu từ một promoter chung nằm ở phía trái đơn vị bản đồ 6. Một bản phiên mã 
tạo từ khung đọc lớn phía trái dùng để dịch mã tạo protein cấu trúc. Trong khi đó, 4 bản 
phiên mã của khung đọc lớn phía phải dùng để tổng hợp protein VPI và protein có cấu 
trúc nhỏ hơn là VP2. Ngoài ra, 4 bản phiên mã từ khung đọc nhỏ mã hoá cho protein có 
khối lượng phân tử I1 kDa và 7,5 kDa với chức năng còn chưa rõ. 

Protein phi cấu trúc lớn NSI (71kDa) gắn vào ADN của tế bào tiến hành hoạt hoá 
dạng transpromoter P6. Đây là protein gây độc đối với tế bào động vật có vú. NSI cùng 
tham gia vào sự sao chép ADN của B19. VPI và VP2 được hình thành từ một khung đọc 
nên có cấu trúc giống nhau. 


10.3.2. Triệu chứng lâm sàng của các bệnh do virut B19 gây ra 

B19 có thể gây bệnh nhẹ không biểu hiện triệu chứng, bệnh đường hô hấp, gây ban 
đỏ, đau khớp hoặc thiếu máu trầm trọng. 

— Bệnh nhẹ 

B19 gây nhiễm khá phổ biến ở trẻ em, bệnh thường nhẹ (50% không biểu hiện triệu 
chứng). Các trường hợp biểu hiện triệu chứng liên quan đến bệnh đường hô hấp nhưng 
không đặc hiệu. Bệnh biểu hiện giống như cúm, nhất là ở giai đoạn khi virut xuất hiện 
trong máu (viremia). 

~ Bệnh ban đỏ truyền nhiễm 

Thường rất hay gặp ở trẻ em từ 4— I1 tuổi, còn được gọi là bệnh thứ 5 vì theo cách 
phân loại cũ đây là bệnh thứ 5 trong số 6 loại bệnh ban đỏ ở trẻ em. Thông thường, 
bệnh biểu hiện nhẹ, xuất hiện các vết ngoại ban đỏ ở mặt giống như má bị tát nên còn 
được gọi là bệnh "tát má". Đôi khi trước đó bị sốt nhẹ sau đó lan nhanh xuống mình và 
chi, đôi khi biểu hiện dạng rát sần, dạng sởi hoặc dạng lưới, mọng nước, xuất huyết 
hoặc ngứa. Ban đỏ chỉ tồn tại vài ngày rồi lặn. Có thể kèm theo triệu chứng về bệnh 
bạch huyết hoặc khớp. Bệnh khớp ít gặp ở trẻ nhỏ mà thường thấy ở người lớn. Ban đỏ 
thường giống rubella nhưng vết đỏ thường không có dạng lưới. Nếu không xét nghiệm 
tại phòng thí nghiệm mà chỉ dựa vào đặc điểm lâm sàng có thể lẫn với rubella, dị ứng 
hoặc sốt do virut. Riêng với trẻ nhỏ, nếu xuất hiện ngoại ban trên má thì có rất nhiều 
khả năng do B19. Một số trường hợp còn xuất hiện vết màu tía. 

— Bệnh khớp 

Nhiễm BI9 ở người lớn chủ yếu biểu hiện đau khớp. Khoảng 80% ở phụ nữ và 10% 
ở trẻ em khi bị nhiễm B19 có biểu hiện đau khớp. Bệnh khớp do B19 rất giống bệnh 
khớp do rubella. Viêm khớp có đặc điểm đối xứng hay viêm ở các khớp nhỏ (bàn tay, 
cổ tay, đầu gối, mắt cá). Triệu chứng về khớp mất đi sau 2 tuần nhưng cũng có trường 
hợp kéo dài vài tháng. 
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~ Cơn kịch phát bất sản nhất thời 


B19 là nguyên nhân chủ yếu gây cơn kịch phát bất sản phát sinh đột ngột ở những 
người bị bệnh tan máu mãn tính. Hầu hết các bệnh tan máu đều có thể bị nhiễm virut 
BI9 như bệnh hồng cầu hình liềm, thiếu hụt enzym hồng cầu, bệnh hồng câu do di 
truyền, bệnh thiếu máu vùng biển (thalassemia). Ở các bệnh nhân này lượng globulin 
giảm, tế bào lưới ở máu ngoại vi bị biến mất. Trong tuỷ xương không có tiền tế bào 
hồng cầu. Sự hình thành tế bào hồng cầu ngưng lại trong 5 — 7 ngày gây thiếu máu rất 
trầm trọng, đe doạ tính mạng người bệnh. Vì thế, ở pha cấp cần truyền máu kịp thời. 
Sau l tuần, tuỷ xương mau chóng phục hồi, hồng cầu tăng, hemoglobin trở về trạng thái 
ổn định. Các sự kiện trên mang tính kịch phát và nhất thời. 


— Nhiễm B19 ở bệnh nhân thiếu hụt MD 


Nhiễm B19 có thể gây thiếu máu mãn tính ở các cá thể suy giảm MD (như hội 
chứng Nezelof, ung thư bạch cầu, nhiễm HIV). Virut xuất hiện trong máu ở giai đoạn 
cơ thể thiếu máu và do đó chỉ có thể có ĐƯMD yếu ớt. Thông qua hình ảnh của tuỷ 
xương có thể thấy sự biểu hiện điển hình của bệnh kịch phát bất sản phối hợp với bệnh 
thiếu máu. 


- Nhiễm B19 ở phụ nữ có thai 


Một số trường hợp nhiễm B19 có thể làm tăng tỷ lệ sẩy thai hoặc thai chết lưu, do 
thai bị thiếu máu nặng hoặc suy tim do xưng huyết. Không có bằng chứng cho thấy BI9 
gây đị tật bẩm sinh. Hầu hết, phụ nữ mang thai nhiễm virut B19 đều sinh nở đủ tháng và 
bình thường. 


10.3.3. Chẩn đoán 

~ Dùng kỹ thuật MD điện di đối lưu (CIE) để phát hiện virut trong mẫu huyết thanh. 
— ELISA để xác định IgM đặc hiệu virut, 

~ PCR để xác định ADN của virut trong mô và trong máu. 


10.3.4. Điều trị 


Hầu hết các bệnh do B19 gây ra thường ở thể nhẹ, bệnh có thể tự khỏi mà không 
cần điều trị, riêng ở ba trường hợp gây thiếu máu trầm trọng thì phải truyền máu : 

-ỂỞ bệnh kịch phát bất sản nhất thời cần truyền máu để giúp cơ thể chống đỡ một 
thời gian khi tế bào máu ngừng sinh sản, sau đó cơ thể xuất hiện ĐƯMD nhanh chóng 
để tiêu diệt virut, 

— Ở bệnh nhân thiếu hụt MD không có khả năng tạo KT trung hoà, do đó cần truyền 
máu và immunoglobulin của người bình thường trong 10 ngày, nhờ thế mà có thể làm 
hết virut trong máu. 

~ Nhiễm B19 ở bào thai làm mất khả năng MD. Việc truyền máu vào tử cung là 
phương pháp bù đắp sự thiếu máu, nhờ vậy đứa trẻ có thể được sinh đủ tháng và 
bình thường. 


140 


Chương 11 
VIRUT PAPOVA, HỌ PAPOVAVIRIDAE 


11.1. GIỚI THIỆU 


Papova là tên chung chỉ virut thuộc họ Papovavwiridae. Họ này gồm hai chỉ là 

“apillomavirus và Polyomavirus. Tên của họ virut là do ghép từ hai chữ đầu của hai tên 

„hi (pa — và po —). Đây là nhóm virut có kích thước nhỏ, capsit hình khối đa diện, chứa 
genom ADN và thường được quan tâm do có khả năng gây khối u. 


Virut polyoma (poly = nhiều, oma = khối u) là nhóm virut có tính đặc hiệu loài cao. 
Cho đến nay chưa có tài liệu nào công bố virut polyoma gây khối u ác tính ở người. Các 
thành viên của virut polyøma đã được biết đến bao gồm : virut K ở chuột, SV40 ở khỉ, 
BK và JC ở người (tên hai virut bắt nguồn từ tên hai bệnh nhân đầu tiên). Các virut này 
chỉ gây u ác ở động vật. Virut papiiloma nói chung viết tắt là PV, riêng loài gây bệnh 
cho người viết tắt là HPV (human papillomavirus). Đây là nhóm virut ADN đặc hiệu 
loài, gây nhiễm chọn lọc cho biểu mô da và niêm mạc ở người và động vật. Virut 
papilloma không nuôi cấy được trên môi trường nhân tạo. Mọi kiến thức có được về 
virut này đều nhờ các nghiên cứu bằng sinh học phân tử. 

Virut papiHoma gây bệnh mụn cóc, u xơ biểu mô và thường gây tổn thương nhẹ 
(u lành). Tuy nhiên, cũng đã phát hiện thấy virut này gây bệnh ung thư ở thỏ, bò và 
gia cầm. 


11.2. VIRUT PAPILLOMA 


Virut papilioma có đường kính 50 ~ 55nm, không có vỏ ngoài. Vỏ capsit cấu tạo từ 
72 capsome. Genom là ADN chuỗi kép, khép vòng, siêu xoắn, chứa khoảng 7900 cặp 
bazơ. Có tới 70 typ gây nhiễm cho người. Các typ này được xác định bằng cách lai 
ADN của typ nghiên cứu và các typ đã biết. Nếu mức độ tương đồng nhỏ hơn 50% thì 
coi như là typ mới. 

11.,2.1. Quá trình nhân lên 

~ ADN của virut được tìm thấy trong các tế bào gốc của biểu mô, còn hạt virion 
hoàn chỉnh thì lại tìm thấy trong lớp tế bào thượng bì. Điều này được quan sát ở các tế 
bào sừng đã biệt hoá ở giai đoạn cuối. Như vậy. có mối liên quan giữa quá trình nhân 
lên của virut và quá trình biệt hoá mô. Ở các tế bào nhiễm sinh sản thì ADN tồn tại ở 
dạng episom, còn khi bị tổn thương ác tính thì ADN virut gắn vào vị trí bất kỳ trên 
genom của tế bào. 

— Vùng E (e — early : gen sớm) của ADN chứa các khung đọc mở mã hoá cho các 
protein tham gia vào quá trình sao chép, phiên mã và chuyển dạng tế bào. 
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Bảng 11. CÁC BỆNH DO CÁC TYP HPV GÂY RA 











Bệnh Các typ HPV phối hợp 
Mụn cóc sâu ở bàn chân 1,4 
Mụn cóc thông thường 1,2,4, 41 
Mụn cóc thường có ở người bán thịt 7 
Mụn cóc xẹp 3,10, 27, 41 
Mụn cóc trung gian 10, 26, 28 
Nốt ruồi biểu mô 5,8, 9, 12, 14, 15, 17, 25, 29, 36, 46, 47 
Condilum dưới da 6, 11, 40, 45, 51 
Khối ư nội biểu mô chưa phân hoá 33,35, 42, 45, 51 
Bệnh Bowen (ung thư biểu mô) 16, 31 
U gai thanh quản 6, 11,30 
Tăng sản biểu mô ở bệnh Heck 13,32 








U gai kết mạc 6, 11 
Các bệnh khác 37,38 | 


~ Vùng L ( - late : gen muộn) có hai khung đọc mở mã hoá cho protein capsit. 





— Cả hai protein E1 và E2 đều cần cho quá trình nhân lên. 


— Vùng kiểm soát dài (LCR - long control region) làm nhiệm vụ kiểm soát quá 
trình phiên mã. 

— Khi gắn vào enhancer nằm trong vùng LCR, protein E2 sẽ thúc đẩy hai gen E6 và 
E7 phiên mã. Hai gen này chịu trách nhiệm gây chuyển dạng tế bào. Protein E6 tương 
tác với protein p53 còn protein E7 tương tác với protein nguyên bào lưới, do đó làm bất 
hoạt chúng dẫn đến làm mất khả năng ức chế quá trình tăng trưởng của tế bào, làm tế 
bào chuyển sang dạng ung thư. 

~ Khi protein EI bất hoạt thì ADN virut sẽ gắn xen vào vị trí bất kỳ trên NST của tế 
bào chủ. E4 làm xẹp khung tế bào, còn E5 ở một số typ HPV có hoạt tính gây chuyển 
dạng tế bào. 

11.2.2. Đặc điểm lâm sàng và bệnh sinh 

11.2.2.1. Mụn cóc ở da 

Bệnh thường xuất hiện khi tuổi còn trẻ. Biểu hiện lâm sàng tuỳ thuộc vào typ HPV 
và vị trí gây nhiễm. Mụn cóc thông thường thấy ở bàn tay biểu hiện ở các u lồi, cứng, 
màu nâu. Mụn cóc bàn chân khác với mụn cóc ở các nơi khác là luôn ăn sâu. Có thể 
phân biệt với chai chân ở chỗ nếu cạo đi sẽ thấy mao mạch bị tắc và để bị chảy máu. 
Mụn cóc dẹt thường thấy ở trẻ em, mọc ở mặt, cổ, ngực, mặt gấp của cánh tay và chân. 
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11.2.2.2. Mụn cóc hậu môn —-sinh dục 


Mụn cóc sinh dục còn được gọi là codylomata acuminata thường mọc ở đa, niêm 
mạc, cơ quan sinh dục và quanh hậu môn. Con đường lây lan chủ yếu qua quan hệ 
tình dục. 

Đối với nam giới, mụn thường mọc ở miệng niệu đạo rồi lan ra xung quanh hoặc 
cũng có thể mọc ở bất kỳ nơi nào của dương vật. 

Đối với nữ giới, mụn cóc trước hết xuất hiện ở mép sau và môi nhỏ, sau lan vào âm 
đạo và cổ tử cung. Trong đó ở phần cổ tử cung rất khó phát hiện vì bị che khuất bởi lớp 
màng nhày, do đó phải sử dụng dụng cụ soi âm đạo và cần xử lý bằng axit axetic 5% để 
làm trắng biểu mô, trong khi đó các tế bào bình thường vẫn có màu hồng. Khoảng 12% 
phụ nữ phát hiện thấy có ADN của HPV trong cổ tử cung. 


11.3.2.3. U nhú hô hấp tái diễn 


Bênh được đặc trưng bởi sự xuất hiện của các u nhú lành tính dạng vảy ở màng 
nhày đường hô hấp nhất là ở thanh quản, nguyên nhân là do nhiễm virut typ 6 và I1. 
Trẻ em thường bị nhiễm qua đường rốn, còn người lớn thì chủ yếu lây qua quan hệ tình 
dục hoặc tiếp xúc qua miệng. 


Khi bị tổn thương nặng sẽ gây ra tiếng thở rít và có thể gây tắc đường hô hấp trên. 
Lúc đó cần phẫu thuật khẩn cấp để mở thông khí quản. Sau điều trị, bệnh thường bị tái 
phát và bệnh có thể lan tới phế quản cũng có khi tới phế nang, tạo thành nhiều nang dẫn 
đến tử vong. 


11.2.2.4.U nhú miệng 

HPV gây u nhú và tổn thương lành tính ở màng nhày miệng và lưỡi. Chúng lây qua 
tiếp xúc đường miệng và quan hệ tình dục. U nhú gây tổn thương niêm mạc miệng gọi 
là u nhú miệng màu đỏ. U nhú cũng có thể chuyển dạng thành dạng u ác tính. 


11.2.2.5. Virut HPV uà ung thư 
— Các tổn thương tiền ung thư đường sinh dục : 


+ Bệnh ung thư ác tính cổ tử cung xuất hiện sau khi lớp biểu mô bể mặt chuyển 
dạng ung thư được gọi là ung thư biểu mô trong cổ tử cung (CIN — Cervical intra — 
epithelial neoplasia). Quá trình tương tự xảy ra tại các vị trí khác nhau ở cả nam và nữ. 
PIN ở dương vật (p - penile), VIN ở âm hộ (v ~ vulval) và ValN ở âm đạo (Va ~ 
vaginal). Sự chuyển dạng đầu tiên xảy ra ở lớp biểu mô sâu nhất, lớp mầm và tế bào bất 
thường, sau lan ra lớp bề mặt. Dựa vào sự xuất hiện các tế bào bất thường ở tất cả các 
lớp biểu mô đã mất khả năng phân lớp và biệt hoá, có thể chia tiến trình bệnh ra làm 3 
cấp độ từ CIN — 1 đến CIN - 3. 

+ Nguyên phân chỉ xây ra ở lớp thượng bì. 30 — 50% bệnh nhân nhiễm CỊN - 3 (typ 
16, 18). Sau 10 năm sẽ chuyển thành ung thư xâm nhiễm ác tính do virut (invasive 
cancer). Hiện tượng này ít xảy ra ở cấp độ CIN — 1 và CIN - 2. 


~ Ủng thư tế bào sừng (tế bào vảy) : 


+ Mối liên quan giữa virut mụn cóc và các ung thư da, thanh quản và đường sinh 
dục đã được phát hiện từ lâu. Khoảng 1/3 người bị mụn cóc loạn sản biểu bì (EV - 
epidermo dysplasia veruciforrmis) do khi còn trẻ, da đã tiếp xúc nhiều với ánh sáng mặt 
trời, sau sẽ chuyển dạng thành ung thư ác tính. 


+ Ứng thư xâm nhiễm thường xảy ra ở đường hậu môn — sinh dục. 95% ung thư 
xâm nhiễm ở cổ tử cung phát hiện có ADN của virut HPV. 


11.8.8. Dịch tế học 


— Sự lây nhiễm HPV mụn cóc thường xảy ra lúc còn nhỏ, do tiếp xúc với người 
hoặc dụng cụ bị nhiễm virut. Virut muốn đến được lớp đáy của da thì phải thông qua 
vết xước nhỏ trên da. 


— Đối với người trưởng thành, sự lây nhiễm mụn cóc tình dục là do quan hệ 
tình dục. 


— Trẻ sơ sinh bị u nhú thanh quản do mẹ truyền qua dây rốn. 

11.23.4. Chẩn đoán 

— Xét nghiệm mô thấy hiện tượng tăng sừng hoá của lớp bề mặt, lớp đáy phình lên 
và mất tính mô hoá của cấu trúc biểu bì. 

— Tế bào biểu mô thay đổi, xuất hiện tế bào chứa không bào. 

— Xác định KN màng đặc hiệu bằng phản ứng MD. 

— Khuếch đại ADN bằng phản ứng PCR, sau đó định typ bằng cách lai ADN với typ 
đã biết. 

11,2.ð. Điều trị 

— Phẫu thuật lạnh, dịt thuốc cháy bỏng, đốt điện, cắt bỏ bằng phẫu thuật laze. Gần 
đây, dùng biện pháp dán băng keo vải lên mụn cóc, sau 6 ngày bóc ra, sát xà phòng rửa 
sạch rồi lại dán tiếp 6 ngày (tối đa không đến 2 tháng) cho đến khi mất hẳn. Khi dán sẽ 
tạo ĐƯMD tại chỗ chống virut. 

~ Phương pháp đơn giản là dùng axit salicylic, tricloaxetic và formalin. Một số loại 
mụn cóc được điều trị bằng các chất gây độc tế bào như podophylin, bleomycin và 5 — 
fluorouracil. Trong đông y, dùng lá kinh giới chà xát nhiều lần, trực tiếp lên mụn cóc. 


11.3. VIRUT POLYOMA 


Polyoma có vỏ capsit hình khối đa diện gồm 72 capsome, đường kính 42 - 45nm. 
Genom là ADN chuỗi kép chứa 5000 cặp bazơ. Giống như ở virut papioma, ADN của 
virut pøiyøma là siêu xoắn nhưng cả hai mạch đều mã hoá cho protein của virul. Hai 
virut gây bệnh chủ yếu cho người là BKV và JCV. 
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11.3,1. Quá trình nhân lên 

JCV vừa có tính đặc hiệu loài vừa có tính đặc hiệu mô. Khi nuôi cấy nhân tạo, 
chúng chỉ nhân lên trong tế bào thần kinh đệm phôi người. Sau khi tế bào bị nhiễm, 
thấy xuất hiện kháng nguyên T nhỏ và T lớn trong nhân, do gen sớm của ADN mã hoá 
sau đó mới bắt đầu phiên mã vùng gen muộn để tổng hợp protein cấu trúc VP1, VP2 và 
VP3. Trong tế bào nuôi cấy, virut có chu trình nhân lên trong vòng 36 — 44 giờ sau đó 
phá vỡ tế bào để chui ra ngoài. 


11.8.2. Đặc điểm lâm sàng và bệnh sinh 

BKYV và JKV thường phân lập được từ nước tiểu và ống thận của người có thoả hiệp 
MD, riêng JKV còn có thể phân lập từ não. Ngoài ra, genom của BKV và JKV còn được 
tìm thấy trong amidan, lách, hạch lympho, gan, phổi và gần đây còn phát hiện thấy 
trong bạch cầu. 

Lây nhiễm lần đầu thường khó chẩn đoán, do không xuất hiện các triệu chứng lâm 
sàng đặc trưng. 

BKV và JKV nhiễm ở phụ nữ mang thai khá phổ biến, thường là do hoạt hoá các 
virut tiểm tàng. Mặc dù không thấy có triệu chứng đặc trưng nhưng dễ dẫn đến trẻ bị đẻ 
non và vàng da. Không thấy có bàng chứng lây nhiễm qua nhau thai. Virut poiyoma 
thường lây nhiễm ở các bệnh nhân ghép thận, gan. 


11.8.3. Bệnh não bạch cầu nhiều ổ tiến triển (PML) 


PML (Progressive multifocal leuco — encephalopathy) là bệnh não thường xảy ra ở 
người lớn tuổi nhưng gần đây cũng phát hiện ở bệnh nhân ghép thận trẻ tuổi hoặc bệnh 
nhân bị AIDS. Bệnh nhân bị mất myelin trong hệ thần kinh trung ương và ở bán cầu tiểu 
não. Những biến đổi duy nhất có thể nhận thấy là tế bào thần kinh đệm ít nhánh bị 
phông lên bất thường, nhân chứa nhiều chất nhiễm sắc, đôi khi xuất hiện các thể ẩn 
nhập ưa kiểm. Virion polyơma có thể xuất hiện trong các tế bào này. Các tế bào sao có 
thể bị virut chuyển dạng thành tế bào ung thư. Nhiễm virut JCV ở bệnh nhân PML là 
nguyên nhân làm mất myelin, virut nhân lên trong các tế bào thần kinh đệm ít nhánh và 
phá huỷ bao myelin. Myelin là phức hợp gồm protein và photpholipit tạo thành bao 
xung quanh sợi trục của một số hơron, tạo ra sợi thần kinh myelin (hay sợi tuỷ). Các sợi 
thần kinh myelin truyền các xung động nhanh hơn sợi không có myelin. Do đó, việc 
mất myelin ảnh hưởng trực tiếp đến quá trình dẫn truyền xung thần kinh. 

11.3.4. Chẩn đoán phòng thí nghiệm 

— BKV và JCV rất khó phân lập nên chỉ có thể phát hiện bằng cách soi dưới kính 
hiển vi điện tử mẫu dịch não hoặc cặn nước tiểu. 

— Phát hiện KN virut bằng MD huỳnh quang gián tiếp ở các tế bào tróc ra trong 
nước tiểu hoặc các mẫu mô não cố định bằng axeton. 

— Đối với các tế bào có biểu hiện thay đổi hình thái đặc trưng, ví dụ như tế bào thần 
kinh đệm ở não bị sưng phồng, tế bào chất có bọt và nhân to, tế bào chuyển tiếp chứa 
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thể ẩn nhập có trong nước tiểu thì có thể phát hiện bằng phương pháp lai ADN. Dùng 
PCR để khuếch đại ADN trong dịch não tuỷ kết hợp với việc xác định KT trong não tuỷ. 

~ Hầu hết các phương pháp huyết thanh để xác định KT kháng BKV và JCV là phản 
ứng ức chế ngưng kết hồng cầu. Sự tăng hàm lượng IgM chứng tỏ bệnh nhân mới bị 
nhiễm virut. 


11.3.5. Điều trị 

Cho đến nay chưa thấy có phương pháp điều trị PML một cách hữu hiệu mà chỉ có 
thể cải thiện tình hình bằng cytarabin, đặc biệt là nếu đưa vào vỏ não tuỷ trong một thời 
gian dài. 

11.3.6. Virut SV40 


SV40 là virut polyoma, được phân lập từ khỉ (SV — simianvirus) và là một trong 
những phần tử di truyền đầu tiên được nghiên cứu bằng kỹ thuật di truyền và được sử 
dụng rộng rãi làm vectơ đưa gen vào tế bào eukaryota. 


SV40 là virut có cấu tạo đơn giản, không có vỏ ngoài. Capsit có dạng khối đa diện, 
chứa 72 capsome và không chứa enzym. Ngoài protein capsit còn có protein histon, có 
nguồn gốc từ tế bào chủ và gắn vào ADN của virut. Protein histon đóng vai trò trung 
hoà điện tích âm, bắt nguồn từ nhóm photphat của ADN và làm cho ADN nén chặt lại. 

Genom của SV40 gồm một phân tử ADN chuỗi kép, khép vòng với 5243 cặp bazơ, 
cấu trúc siêu xoắn nằm trong virion. 


muộn 
Khởi đầu Protein 
sao chép sớm 


Kháng nguyên T lớn 





Intron T lớn 


Hình 11. Bản đồ di truyền của SV 40 
VP1, VP2 và VP3 là các gen mã hoá cho 3 protein tạo vỏ ngoài của virut 


Quá trình sao chép và phiên mã tiến hành trong nhân nhưng protein sau khi được 
tổng hợp trong tế bào chất lại được vận chuyển vào nhân để tiến hành lấp ráp trong 
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nhân. Quá trình nhân lên được chia làm hai giai doạn : giøi đoạn sớm và giai đoạn 
muộn. Trong giai đoạn sớm, vùng gen sớm được phiên mã nhờ ARN — polymeraza của 
tế bào. Chỉ có một phân tử ARN được tạo thành là tiền ARN, sau đó sợi này được chế 
biến loại bỏ intron tạo ra hai sợi mARN (một sợi lớn và một sợi nhỏ). Trong tế bào chất, 
mARN dịch mã tạo ra hai phân tử protein, đó là những kháng nguyên T nhỏ và T lớn. T 
lớn gắn vào điểm khởi đầu sao chép của ADN mẹ. 


Do ADN của virut SV40 quá nhỏ, không mã hoá được cho ADN ~ polymeraza của 
riêng mình nên chúng phải dùng ADN - polymeraza của tế bào. 


Sao chép xuất phát từ điểm khởi đầu chung, tiến hành theo hai hướng. Quá trình 
diễn ra giống như đã được mô tả trong chương Di truyền virut, như là tổng hợp mồi 
ARN, sự tạo thành các đoạn ADN ngắt quãng trên sợi muộn, sự nối các đoạn ngắn lại 
với nhau nhờ enzym ligaza, sự cuộn sợi ADN siêu xoắn nhờ hoạt động của gyraza. Sợi 
mARN muộn được phiên mã từ mạch ADN bổ sung với mạch ADN đã dùng làm khuôn 
để phiên mã ra sợi mARN sớm. Điều đó có nghĩa là cả hai mạch ADN đều được dùng 
để phiên mã. Phiên mã bát đầu từ promoter nằm gần điểm khởi đầu sao chép. ARN 
muộn được chế biến (loại bỏ intron), gắn đuôi polyA để trở thành các mARN hoàn 
chỉnh dùng cho tổng hợp 3 loại protein vỏ : VP1, VP2 và VP3. Đây là các gen chồng 
lớp, trong đó có một đoạn nucleotit là chung cho cả 3 protein. Các mARN muộn vận 
chuyển ra tế bào chất để tổng hợp protein vỏ, sau đó các protein vỏ lại được vận chuyển 
trở lại nhân để tiến hành lấp ráp. Tuỳ thuộc vào loại tế bào chủ mà khi xâm nhập, virut 
có thể nhân lên làm tan tế bào hoặc nếu không thể nhân lên được thì ADN virut sẽ cài 
xen vào NST của tế bào làm tế bào chủ bị thay đổi về mặt di truyền. Các tế bào này 
thường mất khả năng ức chế sinh trưởng và được gọi là các tế bào chuyển dạng hoặc các 
tế bào ung thư. Trong các tế bào này, sự chuyển dạng có thể xảy ra nếu protein sớm 
được tổng hợp nhưng ADN thì không thể tự sao chép được. Đồng thời, trong các tế bào 
chuyển dạng ADN của virut có thể cài xen vào vị trí bất kỳ trên NST tế bào chủ, chúng 
sẽ tổng hợp hai loại protein cần để duy trì bền vững sự gắn xen vào NST. Một khi 
genom virut tách khỏi NST của tế bào thì chúng có thể nhân lên tạo ra hàng nghìn virut 
con. Các tế bào cũng có thể thoát khỏi ung thư không phải do ADN virut tách khỏi NST 
của tế bào mà là do sự thay đổi quá trình điều hoà của bản thân tế bào. 


147 


Chương 12 
VIRUT POX, HỌ POXVIRIDAE 


12.1. GIỚI THIỆU 


Poxviridae là họ virut chứa ADN kép, gây nhiễm ở động vật có vú, chìm, côn trùng, 
trong đó có nhiều virut gây bệnh quan trọng như bệnh đậu mùa, đậu mùa khỉ, viêm da 
mụn lây. Họ này gồm hai họ phụ : 


— Chordopoxvirinae gồm 6 chỉ : Avipoxvirus, Campripoxvirus, Ceporipoxvins, 
Orthopoxvirus, Parapoxvirus và Suipoxvirus. Cả 6 chỉ này đều có quan hệ với nhau về 
huyết thanh học. Các virut của các chỉ trên có thể tiến hành tái tổ hợp với nhau. 


— Entomopoxviinae gồm các virut pox nhiễm vào côn trùng như bộ Cánh cứng 
(Coleoptera, ví dụ như gián), bộ Hai cánh (Diptera, ví dụ ruồi), bộ Bướm (Lepidoptera, 
ví dụ bướm, châu chấu) và một số virut chưa được phân loại, ví đụ virut pøx lây nhiễm ở 
động vật thân mền, virut yaba gây khối u ở khỉ. 

Virion có kích thước lớn nhất và cấu trúc phức tạp nhất trong số các virut động vật. 
Tuỳ theo từng loại virut mà có thể có dạng hình trứng hoặc hình viên gạch với kích 
thước 200 — 450 x 170 —- 260nm. Đáng lưu ý là kích thước của virut øox còn lớn hơn 
chút ít so với kích thước của vi khuẩn nhỏ nhất, ví dụ chiamydia. 


Ở giữa hạt virut là lõi, lõm hai phía trông giống như quả tạ. Đối diện với hai mặt 
lõm là hai thể hình bầu dục, gọi là "thể bên" (lateral body) có dạng hình thấu kính. 

Bao bọc lõi và hai thể bên là màng ngoài có bản chất lipoprotein. Bề mặt vỏ ngoài 
được bao bọc bởi các ống nhỏ đặc trưng. Virion chứa nhiều enzym tham gia vào quá 
trình sao chép, phiên mã và chế biến ARN. 

'Virut pox tương đối bền khi ở nhiệt độ phòng và không bị bất hoạt khi cho vào bình 
hút ẩm. Virion bền với ete nhưng lại bị bất hoạt bởi clorofoc hay khi đun ở 60°C trong 
vòng 20 phút. 


Genom là một phân tử ADN kép với khối lượng 85 - 250 x 10Ẻ. Ở một số virut pøx, 
tạo hai đầu của chuỗi ADN kép, hai mạch nối lại với nhau nhờ liên kết cộng hoá trị, do 
đó phân tử thực chất là một chuỗi polynucleotit khép vòng liên tục. 


12.2. QUÁ TRÌNH NHÂN LÊN 


Toàn bộ quá trình nhân lên của virut pøx đều diễn ra trong tế bào chất. Hãy lấy 
Orthopoxvirus (đặc biệt là virut vaccimia) làm ví dụ. Đầu tiên, virut bám vào yếu tố 
tăng trưởng biểu bì (EGF) nằm trên bể mặt tế bào chủ, sau đó tiến hành dung hợp giữa 
màng sinh chất và vỏ ngoài hoặc chui vào theo kiểu thực bào. Hậu quả ban đầu của quá 
trình gây nhiễm là ức chế tổng hợp ADN, ARN và protein của tế bào chủ. 
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— Lỗi virut được "cởi áo” trong tế bào chất và enzym của lõi bắt đầu phiên mã 
ADN virut. 
— mARN sớm được tổng hợp nhờ ARN -— polymeraza của virut, sau đó được xử lý 


để trở thành mARN trưởng thành có gắn mũ và đuôi (mARN sớm hình như không được 
cắt nối — splicing). 


— mARN sớm mã hoá cho các enzym cần cho sao chép ADN và phiên mã. 

Sự sao chép ADN đòi hỏi phải cắt nó để tạo đầu 3' tự đo đóng vai trò làm mồi. Khi 
ADN được sao chép mạnh mẽ thì cho phép bất đầu tổng hợp mARN muộn để mã hoá 
cho các protein cấu trúc. 

~ Quá trình phân cắt protein cấu trúc luôn đi đôi với quá trình lắp ráp. Trong trường 
hợp virut vưccrmia, virion được bao bọc bởi hai lớp màng có nguồn gốc từ bộ máy 
Golgi. 

Virion trưởng thành được đưa ra màng tế bào để tiến hành dung hợp giữa màng 
ngoài của virut với màng sinh chất của tế bào. Kết quả là giải phóng virut chỉ có một 
lớp màng Golgi đơn. 

Trong tế bào chất, vùng chuyên biệt dành cho virut nhân lên gọi là "xưởng sản xuất" 
virut hay "viroplasm”. Khi làm tiêu bản nhuộm màu thích hợp có thể quan sát được các 
vùng này dưới kính hiển vi thường, ví dụ thể vùi typ B (thể vùi Guarnieri) hoặc thể vùi 
typ A (ví dụ ở virut đậu bò) là một cấu trúc ưa axit có thể có hoặc không chứa virion. 


12.3. BỆNH ĐẬU MÙA 


Đậu mùa là bệnh do virut thuộc chỉ Ørrhopoxvirwx gây nên. Đây là bệnh rất hay 
lây, được đặc trưng bởi các triệu chứng như sốt cao, phát ban dạng mụn nước và mụn 
mủ với tỷ lệ tử vong cao lên đến 30%. Những người thoát khỏi cái chết thì lại bị di 
chứng suốt đời, để lại đẩy sẹo trên mặt hoặc bị mù. Đậu mùa là một bệnh khủng khiếp 
nhất mà loài người phải chịu đựng từ hằng trăm năm trước công nguyên, cho mãi đến 
năm 1979, bệnh mới được thanh toán trên phạm vì toàn cầu. Ba nguyên nhân dẫn đến 
thắng lợi này là : 

1. Người vừa là ổ chứa vừa là vật chủ duy nhất của virut đậu mùa. 

2. Vacxin hữu hiệu chống virut đậu mùa đã được Edward Jenner phát minh rất sớm, 
ngay từ năm 1796 và được dùng liên tục đến cuối thế kỷ XX. 

3. Đến giữa thế kỷ XX chỉ còn một số ít vùng trên thế giới còn bị đậu mùa. 

Mặc dù bệnh đậu mùa đã bị tiêu diệt nhưng có lẽ vẫn cần giới thiệu vì hiện đang 
tiểm ẩn nguy cơ bệnh trở lại do âm mưu của các thế lực khủng bố. 


12.3.1. Triệu chứng 


Virut xâm nhập và nhân lên ở đường hô hấp trên. Thời gian ủ bệnh 6 — l4 ngày, lúc 
đầu không biểu hiện triệu chứng, 2 — 4 ngày trước khi phát ban người bệnh lên cơn sốt, 
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mệt mỏi, nhức đầu, đau lưng, đôi khi bị nôn mửa hoặc tiêu chảy. Bệnh tiến triển theo 
các giai đoạn : từ mảng ban, mụn đỏ, bọng nước đến giai đoạn mụn mủ. Mỗi giai đoạn 
cách nhau 2 - 3 ngày. Sau 1 tuần, các nốt đậu vỡ ra, đóng vảy và để lại nhiều vết sẹo 
trên da. 


12.3.2. Chẩn đoán 


Ở giải đoạn đầu cần lấy bệnh phẩm từ họng, khi ban xuất hiện thì lấy bệnh phẩm từ 
các tổn thương trên da. Nhuộm Giemsa hay Feulgien để tìm tiểu thể Guarnieri hoặc tìm 
virut đưới kính hiển vi điện tử. 


Xác định KT đặc hiệu (xuất hiện sau khi bị nhiễm 6 — 9 ngày, hiệu quả tăng sau 2 — 
3 tuần) bằng các phản ứng huyết thanh học (kỹ thuật MD huỳnh quang, cố định bổ thể, 
phản ứng trung hoà, kết tủa trong gen). 

Ngày nay phát hiện ADN virut gây bệnh bằng PCR. 


12.3.3. Phòng chống 
Vacxin được sản xuất từ virut đậu bò, nuôi trong màng niệu đệm phôi gà hoặc nuôi 
trong tế bào nuôi cấy mô. Khi xuất hiện dịch, phải cách ly tuyệt đối cho đến khí xuất 


hiện các vấy mụn bong. Các dụng cụ phải được khử trùng. Phải thông báo kịp thời cho 
WHO để nhận được tư vấn và trợ giúp kịp thời. 


12.3.4. Các virut đậu mùa khác 


— Ôzƒ là virut gây bệnh viêm đa có mụn mủ lây, gây nhiễrh ở cừu, đê rồi truyền cho 
người chăn nuôi qua các vết xước ở tay khi tiếp xúc với các vùng quanh miệng, mắt, 
mũi của con vật bị nhiễm gây tổn thương u hạt mãn tính. Chẩn đoán bằng soi kính hiển 
vị điện tử, phát hiện thấy các hạt hình ovan với bể mặt là các đải đan chéo theo kiểu 
lưới mắt cáo. 

— Đậu mùa khi ở người là thành viên của virut orthopox, lưu hành trong rừng mưa 
nhiệt đới ở Trung và Tây Phi, nơi con người thường tiếp xúc với khi. Bệnh hiếm gặp, có 
triệu chứng giống bệnh đậu mùa nhưng khác ở chỗ là có hạch sưng to ở cổ và bẹn. Sóc 
là ổ chứa của virut đậu mùa khi. 


— Paravaccinia (pseudocowpox) là virut giả đậu bò, giống như virut o:ƒ thường gây 
bệnh u hạt ở người vắt sữa hoặc người chăn nuôi qua các vết xước ở tay khi tiếp xúc với 
con vật bị nhiễm. Các tổn thương xuất hiện dạng hạt đỏ, lúc đầu thưa sau đó tạo thành 
mảng đỏ tía. Không có nang hay mụn mủ, không đau. Bệnh khỏi sau 4 — 6 tuần. 

— Đậu bò là thành viên của virut or:hopox, lây bệnh sang người qua các vết loét ở 
đầu vú bò. Virut gây tổn thương giống như các tổn thương khi tiêm chủng virut đậu 
mùa lần đầu. Đầu tiên là tạo thành các bọng nước, sau đó thành mụn mủ rồi đóng vảy. 
Rất dễ nhầm với virut gây u hạt ở người vắt sữa. 


\ 


150 


Chương 13 
VIRUT HERPES, HỌ HERPESVIRIDAE 


18.1. GIỚI THIỆU 


Virut herpes (ký hiệu là HV) là virut ADN thuộc họ #Jerpesviridae, căn nguyên gây 
nhiều bệnh ở người và động vật như : mụn rộp, loét lạnh, thuỷ đậu, zona, viêm kết mạc 
cấp, viêm miệng, viêm âm đạo, bệnh tăng bạch cầu đơn nhân. 


Một số virut berpes có khả năng gây ung thư, một số khác lại có khả năng tiềm ẩn 
lâu dài trong cơ thể có khi đến suốt đời. 


€ó 8 loại virut herpes được công nhận : 

L. Herpes simplex typ L (HSV - 1) 
. Herpes sừnplex typ 2 (HSV - 2) 
. Vartcella — zoster (HHV - 3} 
, Cyiomegalo (CMYV) (HHV ~ 5) 
. Epstein — Barr (EB) (HHV ~ 4) 
. Herpes 6 ở người (roseola) 


. Herpes 7 ở người (không biểu hiện triệu trứng) 


%œ% ¬) ŒA CŒ + G3 tẻ 


. Herpes 8 ở người (Sarcoma kaposl). 


13.2. HERPES SIMPLEX 


Trong số các virut herpes thì herpes sữmnplex là loại đặc biệt, gây ra hàng loạt triệu 
chứng, tổn thương chính là tạo thành các bọng nước nhỏ (mụn rộp) nhưng cũng có thể 
gây biểu hiện ở nhiều dạng khác nhau. 


Có 2 typ herpes sưmple : 


— Herpes simplex typ 1 (HVS -— 1) là loại phổ biến nhất, thường gây loét lạnh, mụn 
rộp nơi miệng — mặt. Thời gian ủ bệnh của HVS - I ngắn, thường chỉ 3 — 5 ngày. Các 
tốn thương sẽ hỏi phục sau 3 — 5 tuần mà không cần chữa trị. Nhưng cũng có người 
nhiễm virut mà không biểu hiện triệu chứng. Bệnh lây qua tiếp xúc trực tiếp. Nhiễm 
virut dạng tiềm ẩn cũng thường xảy ra, virut tồn tại một lượng nhỏ trong mô thần kinh. 

~ Herpes simplex typ 2 (HSV ~ 2) là typ truyền bệnh qua đường sinh dục, tạo ra các 
bọng nước gây ngứa, đau rát vùng sinh dục ở cả nam và nữ. Bệnh có đặc tính đề tái phát 
và rất để lây khi các bọng nước vỡ ra và phóng thích virut sang cơ quan sinh dục của 
đối tác trong khi quan hệ. 
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18.2.1. Cấu tạo của virut 


Virut herpes có cấu trúc phức tạp, gồm 4 đơn vị hình thái khác nhau. Virut kez, pes 
simplex typ 1 có vỗ ngoài với các gai nhỏ trên bề mặt, đường kính I50nm. Bên trong là 
capsit có dạng hình khối đa diện bao gồm 162 capsome. Mỗi capsome lại gồm một số 
lớn protein riêng biệt. Bao phía ngoài vỏ capsit và nằm phía trong vỏ ngoài là lớp bọc 
vô định hình gọi là tegument, Ở giữa là một lõi chứa phân tử ADN chuỗi kép, dạng 
thẳng, gồm 152 — 260 cặp bazơ (lớn hơn genom virut SV40 khoảng 30 lần), có thể mã 
hoá cho ít nhất 84 protein khác nhau. 


13.2.2. Quá trình nhân lên 

Virut bám vào thụ thể đặc hiệu trên bể mặt tế bào, tiến hành dung hợp giữa vỏ 
ngoài virut với màng tế bào chất, rồi đẩy nucleocapsit vào tế bào, sau đó nucleocapsit 
được vận chuyển vào nhân, tiến hành cởi áo tại lỗ màng nhân và giải phóng ADN vào 
trong nhân. Sự có mặt của virut gây ức chế sự tổng hợp các đại phân tử của tế bào và sử 
dụng bộ máy của tế bào để tiến hành sao chép, phiên mã và dịch mã. 

Có 3 loại mARN : 

— mARN œ (tiền sớm — immediate early) mã hoá cho 5 protein điều hoà. 


— mARN B Qớm sau ~ delayed early) mã hoá cho các enzym dùng trong sao chép 
ADN, bao gồm timidinkinaza và ADN - polymeraza. 


~ mARN y (muộn - late) mã hoá cho các protein cấu trúc của virut. 


Trong giai đoạn tiền sớm, khoảng 1/3 genom được phiên mã nhờ hoạt động của 
ARN - polymeraza của tế bào. mARN œ mã hoá cho protein kiểm soát dương để kích 
thích tổng hợp các protein ÿ. 


Giai đoạn sớm chỉ xảy ra sau khi tổng hợp protein tiền sớm. Ở giai đoạn này, 
khoảng 40% genom virut được phiên mã và khoảng 10% protein được tạo thành, trong 
đó có ADN - polymeraza, các enzym cần cho tổng hợp deoxiribonucleotit và một 
protein gắn ADN. Tất cả các enzym này đều cần cho sao chép ADN của virut. Hầu hết 
các protein muộn y là các protein cấu trúc. Các protein này kìm hãm sự tổng hợp các 
protein œ và ÿ. 


18.2.3. Sao chép ADN 


sau khí vào nhân, genom của virut khép vòng và tiến hành sao chép theo cơ chế 
vòng tròn xoay giống như ở phage ^.. Tuy nhiên, ở đây có 3 điểm khởi đầu sao chếp, kết 
quả là tạo ra một sợi consateme dài, sau đó được cất để tạo thành các sợi ADN có chiều 
đài genom của virut (giống như ở phage ADN). 


Nucleocapsit được lắp ráp trong nhân, sau đó nảy chổi qua màng trong của nhân để 
tạo thành vỏ ngoài. Virut trưởng thành thoát qua lưới nội chất để ra ngoài tế bào. Cần nhớ 
rằng, sự lắp ráp của virut ADN có vỏ ngoài khác với virut ARN có vỏ ngoài (virut ADN 
lắp ráp trên màng nhân, còn virut ARN lắp ráp trên màng tế bào chất). 
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18.38. BỆNH THUỶ ĐẬU VÀ BỆNH ZONA (VARICELLA - ZOSTER) 


Bệnh thuỷ đậu (varicella) và bệnh zoster hay zona, là hai dạng biểu hiện lâm sàng 
khác nhau của cùng một tác nhân gây bệnh là virut vzricella — zoster. Bệnh thuỷ đậu 
thường xuất hiện ở trẻ em, rất dễ lây và có thể lan thành dịch, trong khi đó bệnh zona 
thường mắc lẻ tẻ ở người lớn và những người bị tổn thương miễn dịch. 

13.3.1. Virut varicelia — zoster (VZV) 

VZ.V có kiểu hình thái điển hình của một thành viên họ #Jerpesviridae, chỉ Varicellovirus 
và giống với virut herpes sùnplex. VZV được phân loại là erpesvirus alpha. 

Genom là chuỗi ADN gềm 125000 cặp bazơ, dạng thẳng, xoắn kép, có khối lượng 
phân tử khoảng 180 x 10 Da, cấu tạo gồm một đoạn ADN dài duy nhất, ký hiệu là Ủ_ 
gắn kèm với các đoạn lặp lại trái chiều ở hai đầu và ở giữa. Còn một đoạn ADN ngắn 
duy nhất ký hiệu là Ủs cũng gắn kèm với các đoạn lặp lại trái chiều ở hai đầu và ở giữa. 
Genom có tất cả 4 đoạn đồng phân, hai đoạn lớn chiếm 95%, hai đoạn nhỏ chiếm 5%. 

Virion có đường kính 150 — 200nm, cấu tạo gồm : capsit hình khối đa diện 20 mật 
tam giác đều gồm 162 capsome. Bao quanh capsit là lớp protein vô định hình (tegument). 
Phía ngoài cùng là vỏ ngoài gồm 2 hoặc hơn 2 lớp màng. Vì chứa lipit nên virut dễ bị 
bất hoạt bởi các dung môi làm tan virut. 

Virut có khoảng 30 loại protein cấu trúc và không cấu trúc, trong đó có 6 loại 
glycoprotein, được ký hiệu là E, B, H, I, C, L và ít nhất có một phần giống như 
gÌycoprotein của HSV. 

Glycoprotein giúp cho virut bám và xâm nhập vào tế bào, đồng thời là KN để hệ 
thống miễn dịch nhận diện (bao gồm ĐƯMD thể dịch và ĐƯMD tế bào). Các nghiên 
cứu có sử dụng enzym giới hạn cho thấy : 

— Không có sự khác biệt giữa các chủng gây bệnh varicella và bệnh zoster (zona). 

— Tác nhân gây bệnh khá ổn định khi cấy truyền invitro cũng như trong cơ thể. 

— Nhiều chủng VZV có thể cùng tồn tại trong một vật chủ ở đạng tiềm ẩn. 


— Quá trình nhân lên giống như mội thành viên khác của virut herpes. 


13.3.2. Dịch tế và đặc điểm lâm sàng 

13.3.2.1. Bệnh thuỷ đậu 

Bệnh thường lây qua các sol khí chứa virut, thường vào mùa mát. Hầu hết trẻ em từ 
5 - 9 tuổi đều mắc. Thời kỳ ủ bệnh từ 2 đến 3 tuần với các biểu hiện phát ban, ngứa, sốt 
nhẹ, có mụn màu đỏ sâm, lan rộng từ thân mình đến mặt, đầu và các chi, chúng phát 
triển phồng rộp lên rồi đóng vảy và rụng sau khoảng 12 ngày. Tuy nhiên, đây là bệnh ít 
gặp ở người lớn. 
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13.3.2.2. Bệnh zonga 


Bệnh xuất hiện lẻ t ở mọi lứa tuổi nhưng chủ yếu là ở người lớn mà không thấy gây 
thành dịch. Đa số bệnh nhân mắc bệnh không phải do tiếp xúc với người đã nhiễm bệnh 
mà là do sự tái hoạt hoá của virut tiểm ẩn. Sau khi nhiễm lần đầu, VZV di chuyển đến 
thần kinh tuỷ sống và tiểm ẩn trong hệ thần kinh tuỷ sống. Sau khi tái hoạt hoá (thường 
là nhiều năm sau), virut đi chuyển đến đa để gây ban. Biểu hiện đặc trưng của bệnh 
Zzona là viêm dây thần kinh, thường là cột sống hoặc một dây thần kinh nào đó, nổi mụn 
nước đọc theo dây thần kinh bị viêm (thường gặp nhất là ở vùng cột sống). 

Bệnh bắt đầu bằng phản ứng sốt, mệt mỏi, khó chịu, ban đỏ rát sân phát triển nhanh 
chóng hình thành nang tạo mụn nước, sau đó tạo thành mụn mủ nếu bị nhiễm khuẩn. 
Biến chứng nguy hiểm nhất của bệnh zona là đau do viêm dây thần kinh sau nhiễm. 
Cũng như ở bệnh thuỷ đậu, bệnh zona ở bệnh nhân rối loạn miễn dịch sẽ nặng hơn so 
với người bình thường. Song những người khi còn nhỏ đã bị bệnh thì sẽ được miễn dịch 
trong thời gian rất lâu. 


13.3.3. Chẩn đoán 

— Soi kính hiển vi điện tử tìm virut trong dịch bọng nước. Tuy nhiên, cách này lại 
không phân biệt được VZV với các virut herpes khác. 

— Dùng phương pháp PCR để xác định ADN, dùng 2 cặp mồi 222bp và 350bp. Sản 
phẩm khuyếch đại được cắt bằng các enzym giới hạn Bgll và Pst[. 

— Các phản ứng huyết thanh dùng để xác định VZV bao gồm : 

+ Phản ứng kết hợp bổ thể. 

+ Phản ứng MD enzym với KN VZV lấy từ tế bào nuôi cấy HFĐI - HEĐK đã gây 
nhiễm VZV, 

+ Kỹ thuật FAMA (KT gắn huỳnh quang kháng KN màng - fluorescen antibody to 
membrane antigen). 

+ Kỹ thuật ELISA để xác định KT IgM kháng VZV. 

+ Kỹ thuật ngưng kết hạt Latex (gắn glycoprotein VZV) để xác định KT. 


13.3.4. Điều trị 

Cách chữa trị gần như duy nhất là nghỉ ngơi tại giường và bôi thuốc nước calcamin 
vào chỗ vết đốm để ngăn gãi. Cần chú ý chống choáng, chống hạ nhiệt đột ngột và xuất 
huyết ồ ạt. Có thể dùng acyclovir cho các bệnh nhân nặng kể cả thuỷ đậu và zona (ví dụ 
ở người tổa thương miễn dịch). VZV ít mẫn cảm với acyclovir so với virut herpes 
sửnplex, nhưng vì thuốc ít độc nên có thể tăng liều lượng để tạo khả năng ức chế của 
thuốc trong máu và mô. Famciclovir cũng có tác dụng giống như acyclovir nhưng liều 
dùng thấp hơn. 


18.3.5. Phòng bệnh 


Đối với người bị tổn thương miễn dịch do bị bệnh hoặc đo dùng thuốc (với các bệnh 
nhân ghép 'ạng) thì việc phòng bệnh là cần thiết. Phòng b3nh bằng miễn dị:h tức là 
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tiêm KT đặc hiệu chống bệnh zona (zoster immunoglobulin — ZIG) lấy từ bệnh nhân bị 
bệnh zona. Tiêm trong vòng 10 ngày sau khi bị phơi nhiễm. 


13.4. VIRUT CỰ BÀO (CYTOMEGALO, CMV) 


Virut cytomegalo thuộc chỉ Cytomegalovirus gây nhiễm khá phổ biến, nhưng không 
phải luôn biểu hiện triệu chứng. Giống như rubella, CMV có thể lây nhiễm do mẹ 
truyền cho thai nhi hoặc trong khi sinh nở dẫn đến virut nhiễm vào cuống rốn. Ngày 
nay, CMV lây nhiễm ở mọi lứa tuổi. Ngoài việc gây các khuyết tật bẩm sinh nặng nề, 
CMYV còn gây hàng loạt các rối loạn ở trẻ nhỏ và người lớn với các mức độ khác nhau, 
từ nhiễm không triệu chứng, cận lâm sàng đến hội chứng tăng bạch cầu đơn nhân do 
gây nhiễm ở người bình thường và nhất là những người bị tổn thương miễn dịch. Việc 
phát hiện ra virut CMV trong một số dịch như nước bọt, nước tiểu, sữa mẹ, nước mắt, 
phân, dịch âm đạo, dịch tiết cổ tử cung, máu và tinh dịch cho thấy chúng có thể nhiễm 
vào cơ thể theo nhiều con đường khác nhau. Ở người lớn, virut CMV thường truyền qua 
quan hệ tình dục, qua truyền máu và các sản phẩm từ máu cũng như qua ghép tạng. Sau 
khi gây nhiễm, virut có thể ở đạng tiềm ẩn và cơ thể bị mang virut suốt đời. Virut tiềm 
ẩn có thể tái kích hoạt để gây bệnh. 


18.4,1. Virut CMV 


Virion trưởng thành có kích thước rất lớn, đường kính 120 — 200nm. Genom là 
ADN chuỗi kép, thẳng, với khối lượng phân tử 1,5 x 10Ÿ. Ở hai đầu và giữa có các đoạn 
lặp lại. ADN mã hoá cho ít nhất 30 protein cấu trúc cũng như nhiều loại polypeptit 
khác. Capsit có dạng hình khối đa diện 20 mặt. Bao quanh capsit là lớp vỏ bọc protein 
vô định hình hay còn gọi là chất nẻn (matrix). Bao quanh nucleocapsit và chất nền là vỏ 
ngoài giàu photpholipit. Khi soi dưới kính hiển vì điện tử, khó có thể phân biệt về mặt 
hình thái giữa CMV với các virut herpes khác. Ở trong tế bào nhiễm thường có tỷ lệ khá 
lớn các hạt virut không hoàn thiện và xuất hiện các hạt hình cầu gọi là thể đậm đặc 
(đense bodies). Các tế bào nhiễm CMV được xem là các liên bào bị nhiễm. Chúng lớn 
hơn các tế bào thường từ 2 đến 4 lần và chứa một thể vùi trong nhân, có kích thước 8 — 
10m, đôi khi cũng thấy có thể vùi nhỏ hơn bên trong tế bào chất. 


18.4.2, Quá trình nhân lên 


Quá trình này xảy ra trong nhân. Glycoprotein vỏ ngoài rất cần để virut hấp phụ lên 
bể mặt tế bào, sau đó dung hợp rồi đẩy nucleocapsit vào tế bào chất. Vỏ capsit bị phân 
giải, ADN sau khi được giải phóng thì vận chuyển vào nhân. Tại nhân, xảy ra quá trình 
sao chép và phiên mã. mARN được vận chuyển ra tế bào chất để tiến hành dịch mã. Còn 
các enzym và các protein cấu trúc lại được đưa vào nhân, lắp ráp sát màng trong của 
nhân. Vỏ ngoài của virut được tạo thành khi nucleocapsit nảy chồi qua màng nhân. Do 
đó vỏ ngoài của virut CMV có nguồn gốc từ màng nhân. 


CMV bị bất hoạt dưới tác động của một số tác nhân vật lý và hoá học như xử lý ở 
56°C trong 30 phút, ở điều kiện pH thấp, bởi các dung môi lipit hay bị chiếu ỦV. 
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18.4.3. Biểu hiện lâm sàng 


Trẻ em bị nhiễm qua mẹ ngay trong thời kỳ bào thai thì thường hay bị gan to và 
vàng da (60 - 80%). Đầu nhỏ kèm theo (hoặc không) vôi hoá não, chậm lớn trong tử 
cung và bị đẻ non, không thấy bị rối loạn về trí não trong những năm về sau. 


— Nhiễm CMV chu sinh là trường hợp trẻ sơ sinh bị nhiễm trong lúc sinh, khi đi qua 
âm đạo, hoặc sau ngay khi sinh do sữa mẹ bị nhiễm virut. Các trẻ em này thường không 
biểu hiện triệu chứng nhưng việc nhiễm CMV kèm với nhiễm trùng khác, ví dụ như 
chiamydia trachomuitis, sẽ có thể gây bệnh trầm trọng hơn như kém tăng cân, sưng hạch, 
ban đỏ thiếu máu, tăng tế bào lympho không điển hình. 


— Tăng bạch câu đơn nhân do CMV là tình trạng trong máu có số lượng bạch cầu 
đơn nhân cao bất thường. Bệnh kéo đài từ 2 đến 6 tuần, sốt cao, kéo dài, mệt mỏi, khó 
chịu, đôi khi rét run. Thường thấy đau cơ, đau đầu, lách to. Đa số bệnh nhân hồi phục 
không có biến chứng. Một số ít người có thể thiếu tan máu, giảm tiểu cầu và giảm bạch 
cầu hạt. 

— Nhiễm CMV ở người bị rối loạn miễn dịch thường hay nhiễm ở những người ghép 
tạng (thận, gan, tìm) gây các hội chứng như sốt, giảm bạch cầu, viêm gan, viêm phổi, 
Viêm ruột già và viêm võng mạc. Các triệu trứng thường xuất hiện sau I - 4 tháng cấy 
ghép. Đây là các bệnh nhân đã từng uống thuốc ức chế MD như cyclosporin A nhằm 
tránh thải ghép. 15 - 20% bệnh nhân ghép tuỷ xương bị nhiễm phổi do CMV, với tỷ lệ 
tử vong rất cao, đến 80% số người bị nhiễm. Đặc biệt nguy cơ nhiễm CMV cao ở bệnh 
nhân AIDS. Các hội chứng CMV ở bệnh nhân suy giảm MD là sốt kéo dài, khó chịu, 
kém ăn, đổ mồ hôi đêm, đau khớp, đau cơ, tiếp đó là rối loạn chức năng gan, giảm bạch 
cầu, tiểu cầu, tăng tế bào Iympho không điển hình. Nhiễm CMV còn dẫn tới rối loạn hô 
hấp (thở nhanh, thiếu oxy, ho khan) và rối loạn tiêu hoá (loét dạ dày, thực quản, ruột 
non hay bị loét đại tràng dẫn đến chảy máu hoặc thủng). 


13.4.4. Chẩn đoán 

— Nuôi cấy tế bào. Dùng nguyên bào sơ phôi người (tế bào phổi phôi người) và 
nhận biết qua đặc điểm CPE hoặc miễn dịch huỳnh quang gián tiếp với các KT đơn 
dòng dạng thương mại. 

- Các phản ứng huyết thanh bao gồm : 

+ Miễn dịch enzym (EIA) để phát hiện KT kháng CMV cho kết quả nhanh, nhạy và 
đặc hiệu. 

+ Phản ứng ngưng kết hạt Latex thụ động để phát hiện KT kháng CMV. Đây cũng 
là phản ứng đơn giản, nhạy và đặc hiệu. Cho kết quả nhanh trong vòng 10 — 15 phút, 
phát hiện được cả IgG và IgM. 

+ Phản ứng kết hợp bổ thể không được nhạy bằng các phương pháp khác nhưng 
cũng có thể được sử dụng trong chẩn đoán CMV. 
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+ Phản ứng miễn dịch huỳnh quang kháng bổ thể (ACIF —- anucomplement 
Immưnofluorescent test) là phản ứng miễn dịch huỳnh quang xác định KT kháng CMV. 
Nội dung của phương pháp là ủ kháng huyết thanh làm bất hoạt bằng nhiệt với nguyên 
bào sơ nhiễm CMV và cố định trên lam kính. Xác định KT kháng CMV trên bề mặt tế 
bào bằng cách dùng bố thể và cộng hợp KT kháng bổ thể gắn thuốc nhuộm huỳnh 
quang. Phương pháp này cho kết quả nhanh (2 - 3 giờ). 

+ ELISA dùng xác định IgM và IgG. 


13.4.5. Điều trị 


Để phòng bệnh trong ghép tạng và đối với các bệnh nhân suy giảm MD nói chung, 
nên dùng ganciclovir, đặc biệt cần thiết trong trường hợp ghép tuỷ xương. Cũng có thể 
dùng DHPG (dyhidroxypropoxymetylguanin) là dẫn xuất của guanosin có hoạt tính 
chống CMV mạnh hơn acyclovir. Foscarnet được dùng trong điều trị viêm võng mạc do 
CMV ở bệnh nhân AIDS. 


15.5. VIRUT EPSTEIN - BARR (EBV) 


Virut Epstein — Barr mang tên hai nhà khoa học lần đầu tiên quan sát thấy chúng 
dưới kính hiển vi điện tử, khi nuôi cấy nguyên bào lympho từ u lympho Burkitt 
năm 1960. Virut EB là một virut erpes phân bố khắp nơi trên thế giới. Chúng được đặc 
biệt quan tâm vì liên quan đến ung thư ở người như u lympho dạng Burkit, ung thư 
mũi — hầu. 

18.5.1. Virion EB 


Là thành viên của họ #erpesviridae, chỉ Lymphocryptovirus nên viưut BB có đặc 
điểm của virut berpes : là virut có vỏ ngoài với đường kính 120nm. Capsit có cấu tạo 
hình đa diện gồm 162 capsome. Genom là ADN mạch kép, gồm 172 cặp bazơ, tồn tại Ở 
cả hai dạng (dạng thẳng ở vivion trưởng thành và dạng khép vòng kiểu episom ở trong 
các tế bào nhiễm tiểm ẩn). Cấu trúc ADN dạng thẳng bao gềm các đoạn duy nhất nằm 
xen với các đoạn lặp lại ở giữa và ở hai đầu. Khi khép vòng thì hai đoạn lặp lại ở hai 
đầu này nối với nhau. Genom virut xen vào giữa hai đoạn ở vị trí bất kỳ. 

Virut EB gây nhiễm cho các tế bào dòng Iympho B và một số loại tế bào khác, ví dụ 
tế bào biểu mô mũi hầu, tế bào biểu mô lưỡi của bệnh nhân mắc chứng tăng sinh bạch 
cầu lông miệng (oral hairy leukoplakia), tế bào T chưa chín ở người ghép tạng. 

Trong thí nghiệm in vitro, virut EB chỉ nhiễm được vào tế bào Iympho B của người 
và động vật thuộc bộ Linh trưởng. Mặc dù về mặt khái niệm, virut EB rất giống với 
virut herpes 8 ở người nhưng tính KN vẫn có đặc điểm riêng. Đó là khả năng chuyển 
tiền tế bào B và tế bào B chín thành dòng nguyên bào lympho có khả năng tiếp tục phát 
triển trong nuôi cấy nhân tạo. Trong các tế bào nhiễm, hiếm khi tạo được virut trưởng 
thành. Đa số các tế bào chuyển đối vẫn duy trì genom virut ở dạng tiềm ẩn, với số lượng 
bản sao không đổi trong nuôi tế bào. Genom này biểu hiện có giới hạn phức hợp các 
KN nhân (Epstein — Barr nuclear antigen — EBNA) từ EBNAI đến EBNA6 và biểu hiện 
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protein màng dạng tiềm ẩn (latent membrane protein - LMP) LMPI và LMP2. Dựa vào 
sự biểu hiện EBNA (thông qua sự biểu hiện phenotyp) mà biết được tế bào đã biến đổi 
hay chưa. 


Ở mức độ phân tử, hiện nay virut EB được phân thành hai typ A và B (có khi gọi là 
typ l và 2) dựa trên cấu trúc đa hình của các gen EBNA. Các nghiên cứu dựa trên huyết 
thanh học và PCR xác định rằng cả hai typ đều phân bố khắp nơi trên thế giới, trong đó 
typ À lưu hành rộng hơn và chuyển dạng tế bào lympho hiệu quả hơn typ B. 


18.5.2. Chẩn đoán 

— Chỉ dùng kính hiển vi điện tử ở bệnh tăng sinh bạch cầu miệng vì các tổn thương 
ở lưỡi chứa virion. Ở các trường hợp khác virion ít xuất hiện trong mô nhiễm. 

— MD huỳnh quang dùng để phát hiện nhanh EBNA, LMP và VCA (KN capsit) 
bằng KT đơn dòng. 

— Xác định axit nuecleic bằng PCR và lai ADN. 

— Các phản ứng huyết thanh khác dùng để xác định KT kháng VCA như lgG - VCA, 
IgM — VCA. Ở bệnh nhân ung thư biểu mô mũi ~ hầu thì xuất hiện KT IgA - VCA. 


18.5.3. Một số bệnh liên quan đến virut EB 


138.5.3.1. ÙU lympho Burkitt 

Là một loại u ác tính của hệ bạch huyết (tế bào B đơn dòng). Bệnh thường gặp ở trẻ 
em nhất là ở các vùng châu Phi 15” Bắc và Nam xích đạo, nhưng hiện nay cũng đã xuất 
hiện trên khắp thế giới. U xuất hiện ở nhiều vị trí khác nhau, nhưng nhiều nhất là ở hàm 
và bụng. Cũng có trường hợp còn thấy ở buồng trứng, tuyến giáp, thận, tìm, dạ đày và 
cột sống. Có đến 50% trường hợp các biến chứng có liên quan đến hệ thần kinh. Virut 
EB liên quan đến việc tạo thành khối u. Trong tế bào B của bệnh nhân phát hiện thấy có 
ADN của virut EB. Ngoài virut, các yếu tố khác như sốt rét cũng góp phần thúc đẩy sự 
phát sinh ung thư. Ví dụ, xảy ra sự chuyển đoạn (hay hoán vị) giữa NST số § và NST số 
14. Gen ung thư của tế bào (c - myc) được chuyển từ NST số 8 đến nằm gần gen mã 
hoá cho chuỗi nặng của Ig nằm trên NST số 14, dẫn đến gen c —- myc được hoạt hoá bởi 
promoter của gen chuỗi nặng (xem chương ung thư). Sự sắp xếp lại gen do hoán vị xảy 
ra cả khi có hay vắng mặt virut EB. Vai trò của virut EB trong sự hình thành ung thư là 
kích thích tế bào B phân chia, tạo ra một lượng lớn tế bào B chuyển đạng và do đó làm 
tăng khả năng sắp xếp lại NST. 

Sốt rét mãn tính sẽ làm giảm ĐƯỰMD tế bào chống virut EB và kích thích tăng sinh 
tế bào B, do đó tăng cường hiệu quả của virut EB. Ung thư "dạng Burkitt" là ung thư lẻ 
tẻ, ít xảy ra. Chỉ có 20% trường hợp là liên quan đến virut EB. 


13.5.3.2. Bệnh tăng bạch cầu dơn nhân do nhiễm (inƒectiuos mononucleosis) 


Được viết tắt là IM hay còn gọi là bệnh sốt tuyến (glandular fever), là bệnh sốt do 
virut EB gây ra. Bệnh tác động đến các hạch bạch huyết ở cổ, nách và háng, chủ yếu 
thấy ở thanh, thiếu niên nhưng cũng thấy cả ở người lớn. Bệnh xuất hiện đầu tiên trong 
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những năm đầu đời, phổ biến ở những nơi dân cư đông đúc, điều kiện vệ sinh kém. Sau 
thời gian ủ bệnh khoảng 7 tuần, bắt đầu xuất hiện triệu chứng sưng hạch bạch huyết, 
sốt, nhức đầu, viêm họng loét. Trường hợp biến chứng, bệnh tác động tới gan và gây 
viêm gan (làm tăng enzym gan), làm to lách, viêm màng tim ngoài hay liên quan đến hệ 
thống thần kinh. Tuy nhiên, các biến chứng thường ít xảy ra. 

— Chẩn đoán. Bệnh IM thường được chẩn đoán bằng cách phát hiện thấy một lượng 


lớn bạch cầu đơn nhân xuất hiện trong máu. Để tránh nhầm lẫn với các bệnh do các tác 
nhân khác gây ra (CMV, virut Ađeno) cần xác định ADN của virut EB. 


— Lây truyền. Virut EB thường truyền qua nước bọt khi hôn nhau nên còn gọi là 
“bệnh hôn”. Truyền qua sol khí và máu là không quan trọng. Virut EB nhân lên trong tế 
bào lympho B và trong các tế bào hầu — họng vì hai loại tế bào này có thụ thể bề mặt 
dành cho virut EB. 


18.5.3.3. Ủng thư biểu mô mũi hầu (nasopharyngeal careinoma). 

Đây là ung thư ở khoang mũi — họng thường gặp ở nhóm người dân tộc vùng Quảng 
Đông, Trung Quốc hoặc ở người Eskimo. Trong các tế bào ung thư biểu mô có chứa 
genom virut EB, đồng thời trong huyết thanh của bệnh nhân có chứa KT kháng virut 
EB. Bệnh có liên quan đến yếu tố di truyền và môi trường sống. Chẳng hạn, nitrosamin 
có trong cá muối và cá khô của người Quảng Đông và ester pharbol có trong thuốc bắc 
của người Trung Quốc được xem là yếu tố tăng cường ung thư. 


13.6. BỆNH BẠN ĐÀO DO HHV - 6 (ROSEOLA) 


Ban đào do HHV - 6 thuộc chỉ oseolovirus gây ra là bệnh dịch ở trẻ em, được đặc 
trưng bởi sốt cao đột ngột 3 ~ 4 ngày, sau đó giảm đột ngột đến nhiệt độ bình thường. 
Bệnh nhân thường bị đau họng, sưng hạch lympho và nổi ban hồng ở mặt, cổ, mình và 
chân tay. Tên bệnh (roseola) bắt nguồn từ màu hồng của ban. Bệnh còn liên quan đến 
bệnh xơ cứng nhiều bộ phận (MS - multiple sclezosis). Trên 75% bệnh nhân MS có 
kháng thể chống virut. Ở các bệnh nhân có mức kháng thể cao trong cuộc sống sau này 
dễ phát triển bệnh MS. Trong các tổn thương não của bệnh nhân MS có chứa HHV - 6 
điển hình. Ngoài ra, bệnh nhân MS có đáp ứng tốt khi điều trị bằng interfcron và các 
protein kháng virut. 


Tế bào T4 là nơi virut nhân lên nhưng tế bào mono là nơi chúng nhiễm tiểm ẩn. Ở 
người lớn, HHV ~ 6 thường có mật ở tế bào mono trong máu ngoại vi. Tuyến nước bọt 
là vị trí gây nhiễm chính của virut nên chúng chủ yếu lan truyền qua nước bọt. Nhiễm 
HHV - 6 mãn tính khi tái hoạt hoá có thể dẫn đến viêm phổi. 


159 


Chương 14 
VIRUT HEPADNA, HỌ HEPADNAVIRIDAE 


14.1. GIỚI THIỆU 


Hepadnaviridae được ghép từ chữ hepa (hepaticus — tiếng Hy Lạp là gan) và dna 
(deoxyribonucleic acid). Đây là họ virut động vật chứa genom ADN, có vỏ ngoài và có 
thể gây bệnh viêm gan ở người, động vật có vú và chim. Họ này bao gồm các virut gây 
viêm gan B ở người (HBV ~ hepatitis B virus), virut gây viêm gan ở sóc đất (GSHV — 
ground squirel hepatitis virus), virut gây viêm gan B ở vịt (OHBV - duck hepatitis B 
virus), ở sóc đen (WHV — woodchuck hepatitis virus) và có lẽ cả virut gây viêm gan ở 
sóc cây (THBV - tree squirrel hepatitis B virus). Các virut này có cấu trúc và cách sắp 
xếp genom rất giống nhau chỉ khác nhau ở mối quan hệ với vật chủ. Mặc dù tất cả các 
virut hepadna đều có tính hướng gan (hepatotropic) nhưng ADN của HBV cũng được 
phát hiện thấy trong các tế bào tuyến tuy, lách và thận. DHBV có thể gây nhiễm vào tế 
bào tuyến tuy và thận của vịt. 

Virion của virut họ #fepadnaviridae dạng gây nhiễm có đường kính 42nm, gồm một 
nucleocapsit, bên trong chứa genom. Nucleocapsit được bao bởi vỏ ngoài lipoprotein. 
Lõi chứa một protein chính (gọi là P22C ở HBV) liên kết với AND - polymeraza và một 
protein kinaza, có khả năng photphoryl hoá protein lõi này. Ở HBV vỏ ngoài chứa ít 
nhất 3 loại protein. 

— ”Protein chính" gồm GP 27 được glycosy] hoá và P 248 không được glycosyl hoá. 

— "Protein trung bình" gồm 2 dạng đều được glycosyl hoá là GP 33 và GP 36Ÿ- 

~ “Protein lớn" gầm GP 42 được glycosyl hoá và Pao° không được glycosyl hoá. 

Genom là ADN kép, khép vòng nhưng không gắn với nhau bằng liên kết cộng hoá 
trị, trong đó một mạch (—) ký hiệu là L có chiều dài ổn định (3000 — 3500 nucleotit). Ở 
đầu 5Š” có protein gắn với ADN bằng liên kết cộng hoá trị, gọi là protein liên kết ADN 
(ĐNA - linked protein). Mạch kia ngắn ký hiệu là S, hay mạch (+), có đầu 5' cố định 
còn đầu 3' thay đổi và khác nhau về chiều đài từ 50 — 100% chiểu dài của mạch (—). 
Mạch S có thể được kéo dài nhờ polymeraza của virut trên khuôn là mạch (—). Cấu trúc 
vòng của phân tử ADN là do sự bắt cặp bazơ giữa 2 đoạn đầu 5' của 2 mạch (đoạn 
chồng dính - cohesive overlap). Ở tất cả các virut hepadna đều có trật tự lặp lại cùng 
chiều gồm 11 cặp bazơ ở cả hai vị trí của đoạn chồng dính. 


Đối với virut hepadna ở động vật có vú, mạch L có 4 khung đọc mở cùng hướng 
theo một chiều, được ký hiệu là vùng S, P, C và X. 

¬ Vùng § gồm gen S, pre SI và pre S2. Gen § mã hoá cho protein chính. Gen $ + 
pre S2 mã cho protein trung bình (M), gen § + pre §2 + pre S1 mã hoá cho protein lớn 
{L) của vỏ ngoài. 
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— Vùng C gồm gen C và pre C. Gen C mã hoá cho protein lớn của lõi. 

~ Vùng P chùm lên toàn bộ vùng § và một phần vùng C và X, mã cho protein lớn 
giàu histidin có khối lượng 90000. Đây là polymeraza có hoạt tính enzym phiên mã ngược. 

- Vùng X gồm đoạn chồng dính mã hoá cho polypeptit chưa rõ chức năng (virut 
DHBV không có vùng X). 

Sự biểu hiện các gen của virut thông qua ít nhất hai bản phiên mã không qua xử lý 
ghép nối. Không có một protein nào được mã hoá bởi mạch S. 

Quá trình nhân lên của virut hepadna sẽ được trình bày trong phần virut HBV. 


14.2. BỆNH VIÊM GAN B Ở NGƯỜI 

Viêm gan B hay viêm gan huyết thanh là bệnh phổ biến trên toàn thế giới. Châu Á 
và châu Phi là những khu vực có tỷ lệ nhiễm cao nhất (khoảng 180 triệu dân châu Á 
và châu Phi mang mầm bệnh, chiếm 80% trong tổng số 220 triệu người mang mầm 
bệnh trên toàn thế giới). Ở Việt Nam, tỷ lệ người mang mầm bệnh rất cao (khoảng 
10 — 20%). 

Khi nhiễm virut viêm gan B (HBV) có thể dẫn đến các nguy cơ sau (hình 14.L) : 











Nhiễm mãn tính, 
người lành mang KN 


Viêm gan 
tối cấp (1% chết) 


90 — 95% hồi phục 
và được miễn dịch 


- Hồi phục - Viêm gan mãn tính 
: - Xơ gan 
- Ủng thư gan 









- Được MD 





Hình 14.1, Sơ đồ các dạng nhiễm H8V 


— Viêm gan cấp tính hoặc mãn tính, từ đó dẫn đến xơ gan rồi ung thư gan. 

— Viêm gan do HBV là nguyên nhân của 80% các ca ung thư gan trên toàn thế giới. 
Trên 25% những người mắc viêm gan do HBV sẽ bị xơ gan hoặc ung thư gan. 

— Ung thư gan xuất hiện nhiều nhất ở châu Á và châu Phi, nơi có tỷ lệ nhiễm HBV 
cao. Mỗi năm có khoảng 100000 bệnh nhân chết vì viêm gan do HBV bộc phát và cũng 
khoảng 100000 người chết vì xơ gan hoặc ung thư gan. 
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14.2.1. Triệu chứng lâm sàng 
Khi mắc viêm gan B thường có hai trường hợp xảy ra : 


— Dạng cấp tính được biểu hiện qua các triệu chứng lâm sàng như mệt mỏi, chán 
ăn, buôn nôn, mất cảm giác vị (chẳng hạn người nghiện thuốc lá khi hút không thấy vị 
thuốc). Vài tuần sau thấy nước tiểu sẵm màu, phân màu đất sét, da vàng. Triệu chứng 
lâm sàng là thay đổi chuyển hoá ở gan (hàm lượng enzym transaminaza - SGPT trong 
gan tăng lên). Một số trường hợp có thể chuyển sang thể tối cấp, hôn mê và chết sau vài 
ngày. Trước khi xuất hiện các triệu chứng kể trên, thời gian ủ bệnh kéo đài từ 2 tuần 
đến 6 tháng vì thế nên còn gọi là viêm gan ủ bệnh lâu. Ở thời kỳ ủ bệnh, virut có thể 
truyền sang người khác mà không hay biết. 


— Đạng mãn tính không biểu hiện triệu chứng trong nhiều năm, do vậy cũng để lây 
cho người thân trong gia đình và cho người cùng làm việc. Nếu ở thể nhẹ, gan thương 
tốn ít, sẽ không ảnh hưởng đến chức năng gan. Nếu ở thể nhiễm dai dẳng, gan sẽ bị tổn 
thương vừa phải và nếu ở thể hoạt, gan sẽ bị tổn thương sâu sắc, có thể gây xơ gan và 
sau đó là ung thư gan nguyên phát. Đây là bệnh có tỷ lệ tử vong cao. 


14.2.2. Con đường lây truyền 

Viêm gan B lây truyền chủ yếu theo các con đường sau : 

— Do truyền máu hoặc sử dụng các sản phẩm từ máu đã bị nhiễm HBV. 

— Do tiếp xúc thông qua nước tiểu, nước bọt, do quan hệ tình dục đồng giới hay 
khác giới. 

— Do mẹ truyền sang con qua nhau thai hoặc khi sinh nở. 


~ Theo các con đường khác như tiêm chích ma tuý, xăm mình, châm cứu, trầy xước, 
đao cạo, bàn chải đánh răng.... 


14.2.3. Virut viêm gan B ở người 


Năm 1964, Baruch Blumberg đã mô tả một loại KN đặc trưng ở thổ dân châu Đại 
Dương gọi là "KN Australia". Đến năm 1968, phát hiện thấy trong máu bệnh nhân viêm 
gan B mãn tính có tiểu thể hình cầu và hình sợi, đường kính 27nm không chứa ADN. 
Đó chính là KN bề mặt HBsAg (hepatiis B surface antigen). Hai tiểu thể này không 
phải là HBV hoàn chỉnh vì thiếu genom. Năm 1970, người ta phát hiện thấy trong máu 
bệnh nhân viêm gan B có các thể hình cầu, đường kính 42nm, bên trong chứa ADN kép 
gọi là tiểu thể Dane (mang tên người phát hiện). Sau này xác định chính tiểu thể Dane 
mới là HBV thực sự. 


Vỏ ngoài. Cũng như các virut hepadna khác, vỏ ngoài của HBV là lipoprotein gồm 
3 loại protein trong đó có một protein chiếm đa số gọi là protein chính. Phía trong vô 
ngoài là capsit gồm một loại protein. 

Vỏ ngoài có KN bề mặt HBsAg, có mặt trong máu của bệnh nhân nhiễm HBV và 
dựa vào KN này để chẩn đoán bệnh viêm gan B. KN HBcAg (hepatitis B core antigen) 
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gọi là KN lõi. KN này chỉ có trong tế bào gan bị nhiễm. Do được bao bọc bởi lớp vỏ 
nên không có trong huyết thanh, vì thế muốn xác định không dùng phản ứng huyết 
thanh mà phải làm sinh thiết gan. Một KN khác là HBeAg (chữ e bất nguồn từ 
Espmark, tên người phát hiện) có liên quan chặt chẽ với HBcAg và cũng được dùng để 
chẩn đoán viêm gan B vì KN này có mặt trong huyết thanh. Sự có mặt của HBeAg 
chứng tỏ HBV đang hoạt động mãnh mẽ trong tế bào gan sau đó là xuất hiện anti - HBe 
trong máu. 
Genom của HBV chứa 

32000 nucleotit, được xem là to S262 1% 

nhỏ nhất trong các virut ADN 
của động vật có vú. Đây là 
genom chồng lớp gồm 4 khung 
đọc mở S, C, P và X (hình 14.2). 






— Các gen S (surface) mã 
cho KN bề mặt HBsAg bao 
gồm 3 phần : Tiền SI hay pre 
S1, tiên S2 hay pre S2 và S. 
Vùng S và tiền S2 có chiều dài 
cố định, còn S1 có chiều dài 
thay đổi tuỳ theo typ virut. Các 
polypeptit bề mặt của HBV có 
liên quan với nhau vì đều có 
chung vùng §. Các gen S$ mã 
hoá cho 3 loại protein khác Hình 14.2. Cấu tạo genom của HBV 
nhau là S, M và L. 


re GÍPrôgnome 2 % 


Promoter/Enhancer 
của lõi 


+ Protein S (small) là protein nhỏ nhất (24kDa) trong số các protein bề mặt, chứa 
226 axit amin. Đây là protein chính hay còn gọi là SHBsAg được mã hoá bởi gen S và 
được sản xuất với số lượng lớn. Các typ của virut được xác định dựa vào các typ của 
SHBsAg nhờ KT đơn dòng. Vùng KN có mặt ở tất cả các typ gọi là quyết định KN a. 
Bốn phân typ chủ yếu khác nhau là d hoặc y và w hoặc r. Hai bộ này được cặp đôi trong 
đó thành viên của mỗi cặp loại trừ lẫn nhau tạo nên 4 phân typ KN HBsAg là adw, adr, 
ayw và ayr. Ở các vùng địa lý khác nhau có sự khác nhau vẻ các phân typ nói trên. Ở 
Việt Nam đã tìm thấy các phân typ ayw, ayr và adw, 


+ Protein M (middle) có kích thước trung bình (31kDa), 281 axit amin do gen tiền 
32 và gen S mã hoá còn gọi là MHBsAg. Đây là gÌycoprotein biểu hiện dưới 2 dạng 
øp33 và gp36 tuỳ thuộc vào mức độ glycosyl hoá. Vùng tiền S2 là phần ưa nước, nằm ở 
ngoại bào và chứa vị trí glycosyl hoá bổ sung. Protein tiền S2 không cần cho sự gây 
nhiễm cũng như sự tạo hình thái hạt virut. Chỉ có 10% vùng tiền 52 của protein L ở phía 
đầu amin là cần cho sự giải phóng virion, phần còn lại không cần cho sự giải phóng 
cũng như gây nhiễm của HBV. 
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+ Protein L (large) là protein lớn nhất (39kDa), chứa 390 axit amin do các gen tiền 
S1, tiền 52 và § mã hoá, còn được gọi là LHBsAg. Protein này tham gia vào việc gắn 
virut này vào vật chủ, lắp ráp virion và giải phóng virut ra khỏi tế bào. 

— Gen € (core) là vùng mã cho protein nucleocapsit. Gen C có 2 vùng : vùng lõi (C) 
và vùng tiên lõi (pre C). 

+ Protein lõi là chuỗi ngắn (2IkDa), gồm 138 axit amin, có khả năng gắn với axit 
nucleic. Đây là KN lõi HBcAg. Do không có đoạn peptit tín hiệu nên không tiết ra khỏi 
tế bào gan nhưng tham gia vào quá trình lắp ráp virut. 

Protein tiền lõi là chuỗi polypeptit dài (25kDa), gồm 212 axit amin. Được cấu tạo từ 
toàn bộ chuỗi ngắn cộng thêm một đoạn 29 axit amin do vùng tiền lõi mã hoá. Protein 
tiền lõi có đoạn tín hiệu nằm ở đầu amin hướng chuỗi polypeptit tiền lõi mới tổng hợp 
vào mãng lưới nội chất của tế bào. Tại đây, chúng được xử lý bằng cách loại bỏ 19 axit 
amin ở đầu amin và khoảng 36 axit amin ở đầu cacboxyl, sau đó được tiết ra ngoài dưới 
dạng HbeAg. 

— Gen P là gen lớn nhất, chiếm 80% chiều dài của genom, mã hoá cho polypeptit 
lớn (90kDa), chứa 832 axit amin rất giàu histidin. Protein này có 2 hoạt tính : 

ADN - polymeraza và enzym phiên mã ngược (ADN - polymeraza phụ thuộc ARN). 

Protein P (polymeraza) có hai vùng chức năng : vùng protein cuối nằm ở đầu amin 
và vùng có hoạt tính ribonueleaza H nằm ở đầu cacboxyl. Protein cuối gắn đồng hoá trị 
với đầu 5' của sợi ADN (—) đóng vai trò quan trọng trong việc đóng gói ARN tiền 
genom vào capsit cũng như đóng vai trò làm mồi trong phiên mã ngược ARN tiền 
genom thành ADN (—), đồng thời làm nhiệm vụ phân giải khuôn ARN và tổng hợp sợi 
ADN (+). Protein P cũng là thành phần cấu trúc của virut vì nó cũng được đưa vào nhân 
của tế bào chủ phục vụ cho việc sao chép pha sớm. 

— Gen X là gen có khung đọc mở nhỏ nhất (0,7kb), mã hoá cho protein X hay HBx 
là một protein nhỏ (17kDa), chứa 154 axit amin. Protein X có nhiều chức năng khác nhau : 

+ Thực hiện photphoryl hoá và có hoạt tính kinaza 

+ Tương tác với bộ máy phiên mã 

+ Thực hiện hoạt hoá trans 

+ Tham gia vào việc truyền tín hiệu 

+ Điều hoà chu trình tế bào 

+ Chuyển dạng tế bào gan thành tế bào ung thư 

HBx có thể gắn trực tiếp vào protein p53 để ngăn cản chức năng của protein này và 
ngăn cản sự sửa chữa ADN sai hỏng theo cơ chế cắt bỏ nucleotit (NER -— nucleotit 
€Xcision repair) nhờ protein p53. 


HBx cũng gắn vào protein liên kết TFHH để ngăn cẩn sửa chữa ADN theo con 
đường NER bằng cách gắn và làm thay đổi hoạt tính của helicaza cần cho hoạt động sửa 
chữa ADN. 
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Chu trình nhân lên (hình 14.3) 


Trước hết virut HBV gắn đặc hiệu vào thụ thể dành cho IgA nằm trên bề mặt tế bào 
gan. Sau khi cởi bỏ vỏ ngoài, nucleocapsit di chuyển vào vùng nhân. Sau khi cởi vỏ 
capsit, ADN kép với 2 sợi không bằng nhau được chui vào nhân để chuyển hoá thành 
dạng ADN kép khép vòng, siêu xoắn (cccADN). Dạng này được dùng làm khuôn để 
tổng hợp 4 loại ARN 3, 5 ; 2,4; 2,1 ; và 0,7kb. Các mARN được gắn đuôi và di chuyển 
ra tế bào chất. 


mARN 3,Skb gọi là ARN tiền genom dùng để tổng hợp genom. Các mARN còn lại 
được gọi là dưới genom dùng để tổng hợp các protein khác nhau trong đó có ADN - 
polymeraza (P), protein lõi C và tiền C, polypeptit X, protein bề mặt S và proteinkinaza. 


Protein lõi C tạo thành nucleocapsit (HBcAg). Polypeptit tiền lõi được vận chuyển 
đến mãng lưới nội chất, từ đó chúng được tiết ra ngoài dưới dạng KN tiền lõi (HBeAg). 
ARN tiền genom được đóng gói cùng với ADN - polymeraza của virut và protein 
kinaza để tạo thành hạt lõi. Ở đây, tiền genom được dùng làm khuôn để tổng hợp các 
chuỗi ADN (-) (sợi L) theo cơ chế sao chép ngược. 


Tái sinfi % 
Zˆ Tổng hợp sợi dương l3 
ở trong phân lõi 
h c. ¿Tổng hợp sợi âm , ‹ \ 
Sự xâm nhập của €3 + ở trong phân lõi ` ~“ÁC. ` 
HBV vào tế bào `—” 4 ẩn dạng bọ 

` © — © «/“.. Vận chuyển dạng bọï 

f ` đên màng tê bào . ˆ 


° ( Nảy chỗi vào bên 
ưu, v4, 1312+ trong lưới nội chất 
ai H — Dịch mã 

Lắp ráp lõi 
và bao gói ARMN -+ 





Hình 14.3. Sơ đồ nhân lên của virut HBV trong tế bào gan ở vật chủ. 
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Protein X tương tác với các yếu tố phiên mã trong nhân được kích thích bởi tín hiệu 
từ tế bào chất. Protein vỏ ngoài (S) gắn vào màng lipit của bộ máy Golgi và mãng lưới 
nội chất để sau đó nucleocapsit nảy chỏi vào mãng lưới nội chất và bộ máy Golgi để 
biến chúng thành vỏ ngoài của virut tương lai. 

Polymeraza của HBV phân giải ARN tiền genom, chỉ để lại một đoạn nhỏ (29 cặp 
bazơ ở đầu 5`) dùng làm mồi cho tổng hợp ADN (+) trên khuôn ADN (—). Một số 
genom trưởng thành sau khi tổng hợp lại được quay về nhân để chuyển thành cccADN 
nhằm duy trì một lượng khuôn ổn định cho dịch mã, còn phần lớn được lắp ráp hoàn 
chỉnh rồi nảy chồi ra ngoài để lặp lại chu trình nhân lên ở tế bào gan khác. 

Trong quá trình nhân lên, virut luôn tổng hợp thừa protein vỏ nên trong huyết thanh 
người bị nhiễm HBV, ngoài virut hoàn chỉnh (hạt Dane) còn xuất hiện các dạng không 
hoàn chỉnh hình cầu, hình que hoặc hình sợi. 


14.3.4. Chẩn đoán 

Chẩn đoán trong phòng thí nghiệm có thể sử dụng nhiều kỹ thuật miễn dịch để xác 
định KN hoặc KT có trong huyết thanh của bệnh nhân. 

~ Kỹ thuật điện di miễn dịch đối lưu (CIEP) 

~ Kỹ thuật cố định bổ thể (CF) 

— Kỹ thuật ngưng kết hồng cầu thụ động (PHA) 

¬ Kỹ thuật MD gắn enzym (ELISA) 

— Kỹ thuật MD phóng xạ (RIA) 

— PCR 

HBsAg là KN xuất hiện sớm nhất, khoảng 1 — 2 tuần sau khi phơi nhiễm, đạt đỉnh 
cao khi xuất hiện các dấu hiệu lâm sàng, giảm sau 4 - 8 tuần tiếp theo và thường hết 
sau 4 tháng. Ở những người nhiễm mãn tính, HBsAg còn tồn tại 6 tháng sau khi khỏi 
bệnh. Ở bệnh nhân viêm gan mãn tính, HBsAg tồn tại trong nhiều năm hoặc suốt đời. 
Một số người bị nhiễm HBV nhưng không xác định được HBsAg vì KN đã bị trung hoà 
bởi KT anti - HBs. 

HBeAg xuất hiện sau HBsAg vài ngày và giảm dần trong 10 tuần. Hàm lượng 
HBeAg tỷ lệ thuận với lượng virut, do đó qua KN này có thể đánh giá được mức độ 
nhiễm của người bệnh. 

HBcAg không có trong huyết thanh nên không xác định được bằng các phản ứng 
huyết thanh. HBcAg tách được sau khi phá vỡ hạt Dane ở các mẫu sinh thiết, sau đó xác 
định bằng phương pháp ELISA. 

Anti - HBc là KT kháng HBcAg thuộc 2 lớp [gM và IgG. Anti - HBclgM đạt nồng 
độ cao ngay từ khi bệnh khởi phát và sau đó giảm xuống đến mức khó phát hiện sau vài 
tuần lễ. Anti — HBclgG tồn tại lâu dài, thậm chí suốt đời. 
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Anti - HBe xuất hiện vào cuối giai đoạn cấp tính của bệnh, tồn tại vài tháng đến vài 
năm. Khi có anti - HBe tức là lúc cơ thể đang phục hồi. 

Anti HBs xuất hiện sau khi HBsAg biến mất khoảng 1 tháng. Đối với bệnh nhân 
viêm gan tối cấp, hiệu giá anti — HBs rất cao, còn ở người viêm gan mãn hoặc người 
mang HBsAg mãn tính không thấy xuất hiện anti - HBs. 

Khi tiêm vacxin kháng HBV cũng xuất hiện anti — HBs (bảng 14). 


Bảng 14. SỰ XUẤT HIỆN KN VÀ KT KHÁNG HBV TRONG HUYẾT THANH 
BỆNH NHÂN QUA CÁC THỜI KỲ 
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14.2.5, Điều trị và phòng bệnh 

Đã có nhiều cố gắng nghiên cứu tập trung vào điều trị bệnh nhân mang HBsAg mãn 
tính nhằm ngăn cắn sự tiến triển thành viêm gan và hạn chế khả năng lan truyền sang 
người khác. Trong số các thuốc kháng virut interferon œ2b, lamivudin và hepsera tỏ ra 
có nhiều triển vọng, nó ngăn cẩn sự nhân lên của virut trong tế bào gan. Tuy nhiên, 
biện pháp hữu hiệu và rẻ tiền nhất là tiêm phòng. Trước đây, vacxin kháng HBV được 
điều chế từ huyết tương bệnh nhân nhiễm HBV mãn tính. Hiện nay đã có vacxin ADN 
tái tổ hợp. Đây là vacxin thế hệ 2. Gen mã cho HBsAg được chuyển vào plasmit sau đó 
biến nạp vào E. cøi để nhân lên rồi chuyển nạp vào nấm men Pichia pastoris hay 
Sacharomyces cervisiae để biểu hiện KN. 


Ở Việt Nam, vacxin viêm gan B huyết tương (HB vaccine) đã được sản xuất tại 
Viện Vệ sinh Dịch tễ học Trung ương năm 1997 và đã được sử dụng trong Chương trình 
Quốc gia Tiêm chủng mở rộng. Hiện nay, viện này đang chuẩn bị cho ra đời vacxin 
viêm gan B tái tổ hợp. 

Vacxin được tiêm bắp (không tiêm mông) 3 mũi. Mũi 2 sau một tháng và mũi 3 sau 
6 tháng. Mũi 4 sau 5 năm, chủ yếu cần cho những người có nguy cơ lây nhiễm cao. 
Hiệu quả bảo vệ sau mũi 1 là 24%, sau mũi 2 là 75%, mũi 3 là 94% và sau mũi 4 là 
97%. Đã xuất hiện vacxin hỗn hợp trong đó bổ sung thêm các thành phần KN như phối 
hợp với KN HAYV với các vacxin khác như Dpt, DpaT, với polio bị bất hoạt. 


Ngày nay, một số biện pháp khác cũng đang được thử nghiệm như ADN antisense, 
ribozym, Sĩ ARN và đã thu được kết quả rất khả quan. 
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14.3. BỆNH VIÊM GAN D 


Một virut khác chưa được phân loại có liên quan đến virut viêm gan B là tác nhân 
Delta được phát hiện năm 1977 ở Italy. Delta là chữ thứ 4 trong bảng chữ cái Hy Lạp 
ngụ ý là virut viêm gan thứ 4 được tìm thấy và sau này được đặt tên là virut viêm gan D. 

Đây là virut không hoàn thiện. Chúng không có gen mã hoá cho glycoprotein để 
gắn vào tế bào gan nên không thể tự nhân lên mà phải cần sự trợ giúp của HBV (hoặc 
các virut hepadna khác), HDV sử dụng protein vỏ ngoài do HBV cung cấp để bao bọc 
genom ARN của mình. Có nghĩa là chúng chỉ xuất hiện ở các cơ thể đã bị nhiễm HBV 
mãn tính. Những người bị nhiễm HBV thường bị đồng nhiễm thêm HDV. Vì vậy, HDV 
là virut gây bệnh mang genom ARN nhưng chúng tôi vẫn đề cập đến trong phần này. 


'Virion có kích thước nhỏ (35 ~ 37nm), có vỏ ngoài. 


Genom là ARN đơn, khép vòng, có kích thước 1700 nucleotit, chứa nhiều gốc G - C. 
Giống như viroit gây bệnh thực vật, quá trình sao chép diễn ra theo cơ chế vòng tròn 
xoay và là virut ARN duy nhất ở động vật sao chép theo cơ chế này. 

Protein bên trong (KN Delta) có khối lượng phân tử 68000. Vỏ ngoài giống như 
HBV, nhưng genom thì không tương đồng với genom của HBV. 


14.3.1. Đặc điểm lâm sàng và bệnh sinh 

HDV chỉ lây nhiễm đồng thời với HBV mãn tính. Khi có mặt HDV, tính nghiêm 
trọng của viêm gan B sẽ tăng lên so với chỉ nhiễm HBV. Khi nhiễm đồng thời cả hai 
loại sẽ xuất hiện thể bạo phát và có tỷ lệ gan bị tồn thương cao. Đặc biệt, tỷ lệ tử vong 
cao ở bệnh nhân đồng nhiễm nhưng chỉ có KT kháng HBV. Có thể phát hiện HDV ở 
một nửa số trường hợp viêm gan B bạo phát liên quan đến HBsAg. Khoảng 1/10 trường 
hợp đồng nhiễm HDV và HBV dẫn đến bệnh lý hai kỳ. Sự bội nhiễm HDV ở người 
mang HBV có thể gây viêm gan cấp lâm sàng và dẫn đến sự tồn tại dai dắng của HBV 
và HDV. Nếu nguy cơ bị bệnh gan tăng thì 50 — 90% các trường hợp là xảy ra ở nơi 
HDV tồn tại phổ biến. Tỷ lệ tiến triển thành bệnh gan sẽ tăng và vì thế trong vòng 5 
năm, bệnh nhân sẽ bị xơ gan. 


14.3.2. Chẩn đoán 

Hiện đã có sẵn các phương pháp chẩn đoán viêm gan D thông qua xác định KN 
Delta, KT và xác định ARN của HDV nhờ kỹ thuật RT - PCR. 

14.3.3. Điều trị và phòng chống 


Cho đến nay không có thuốc đặc trị chống HDV. Các biện pháp chống HBV cũng 
có thể áp dụng đối với HDV. Việc tiêm phòng vacxin HBV sẽ là giải pháp tốt để tránh 
đồng nhiêm. Tuy nhiên, không có cách nào bảo vệ cơ thể đã bị nhiễm HBV khỏi sự 
đồng nhiễm HDV. Cách tốt nhất là ngăn chặn và tránh các nguồn lây nhiễm. 
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